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Durante la progresión tumoral, y en concreto en la carcinogénesis de piel de ratón, la
desaparición de la molécula de adhesión celular cadherina E (CD-E) se ha relacionado con
una mayor capacidad invasiva. Para estudiar más a fondo el papel de esta molécula, así
como la regulación de su expresión, hemos analizado en este estudio diferentes líneas
celulares representativas de distintos estadios de la progresión tumoral en la carcinogénesis
de piel de ratón. La transfección de un cDNA antisentido de CD-E en la línea celular E24,
tumorogénica pero no metastásica, bloqueó la expresión de CD-E sin afectar a otras
moléculas relacionadas. Los transfectantes anti-sentido aumentaron su capacidad invasiva en
geles de colágeno y, de forma interesante, adquirieron capacidad metastésica tras su
inyección intradénnica en ratones inmunodeprimidos. El análisis de la actividad de varias
proteasas de matriz extracelular mostró que las células que habían perdido la CD-E
presentaban una actividad gelatinolítica MMP-9 muy elevada. Esta relación inversa entre
CD-E y actividad MMP-9 se puso de manifiesto en otros sistemas celulares dentro del
modelo de la carcinogénesis de piel de ratón, sugiriendo que puede ser un mecanismo
general, por el que la CD-E controla el comportamiento invasivo y metastásico.
Por otra parte, para estudiar la regulación de la expresión de la CD-E en la
carcinogénesis, hemos analizado la actividad transcripcional de la región 5’ del gen de CD-E
en diferentes líneas celulares representativas de los distintos estadios de la progresión y con
niveles variables de CD-E. Una región comprendida entre las posiciones -178/+92 respecto
del inicio de la transcripción mostró actividad específica, siendo activa en líneas celulares
CD-E positivas y prácticamente inactiva en líneas que no expresaban CD-E. Un análisis
detallado de esta región, mediante estudios de fooprinting iii vivo e iii vitro, análisis de
retardo en gel y ensayos de transfección transitoria con distintas construcciones del
promotor de CD-E silvestre y mutado, permitió definir diversos elementos reguladores de la
transcripción de CD-E. Así, una región rica en GC, situada en posición -58 a -32, con
capacidad de unir los factores de transcripción SPL y AP2 y una caja CCAAT, en posición
-65, controlan positivamente la transcripción; mientras que un elemento palindrómico E-pal,
situado de -86 a -75, lo hace negativamente. Adicionalmente, se ha identificado una región
de unión a factores Ets, en posición -95, que controla de forma negativa la transcripción en
células que expresan CD-E, posiblemente por interacción con otros factores de
transcripción. Los resultados obtenidos sugieren también que el bloqueo de la transcripción
en las células CD-E negativas se realiza principalmente por el fuerte efecto represor que
ejerce el elemento E-pal. Por otra parte, la comparación de las regiones promotoras de los
genes de CD-E y cadherina P, la otra cadherina clásica expresada en queratinocitos de piel,
mostró que existen mecanismos reguladores comunes que actúan a través de la caja CCAAT
y de la región rica en GC, así como mecanismos adicionales en la regulación de la expresión
del gen de CD-E. En conjunto, estos resultados sugieren la existencia de mecanismos




During tumor progression, specifically in mouse skin carcinogenesis, the
disappearance of the celí adhesion molecule E cadherin (E-CO) has been correlated with an
increase in the invasive capacity. To further understand the role of this molecule, as well as
the regulation of its expression, we have analysed in the present study several celí lines
representative of different stages of tumor progression in mouse skin carcinogenests.
Transfection of an E-CO antisense cDNA in the tumorogenie but non metastatic E24 celí
line, blocked E-CO expression without affecting other related molecules. Ihe anti-sense
transfectants showed an increase in invasiveness through collagen gels and, interestingly,
they became metastatic after intradermal injection in immunosuppressed mice. The analysis
of the activity of several extracellular matrix proteinases showed that celís that had lost E-
CD had an increase in MMP-9 gelatinase activity. This inverse correlation between E-CD
and MMP-9 activity was also evident in other ceil systems belonging to the mouse skin
carcinogenesis model, suggesting that it may be a general mechanism by which E-CO
controls the invasive and metastatie behaviour.
On the other hand, to study the regulation of expression of E-CO in carcinogenesis,
we have analysed the transcriptional activity of the 51 region of the mouse E-CO gene in a
collection of celí lines representative of different stages of tumor progression and with
variable levels of E-CO. An area comprised between -178/+92 positions, regarding the
transcription start site, showed specific activity being active in positive E-CD celí unes and
almost inactive in non expressing E-CD celí lines. A detailed analysis on this area, using iii
vivo and in vitro footprinting studies, gel shift analysis and transient transfection assays
with different constructs of wild type and mutated E-CO promoter, allowed us to define
several E-CD transcription regulatory elements. Thus, a GC-rich region, located at -58 to
-32 position, with binding capacity for SP1 and AP2 transeription factors and a CCAAT
box, at -65 position, are positive control elements of transcription; while a palindromic
element, E-pal, located at -86 to -75, is a negative control element. In addition, an Ets-
binding sequence, at -95 position, acts as a negative control element of transeription in E-
CD expressing cdl lines, possibly by interacting with other transcription factors. The results
obtained so far let us also to suggest that te lack of expression in E-CO negative celí lines
is mainly performed by the strong repressor effect of the E-pal element in those celís. On the
other hand, comparison between promoter regions of the E-and P-cadherin murine genes
(the two classical cadherins expressed in sUn keratinocytes) showed that there are common
regulatory mechanisms that act through the CCAAT-box and the GC- rich region, as well as
additional mechanisms in E-CO gene regulation. Taken together, these results suggest the





1- PROCESOS DE ADHESIÓN CELULAR.
Los organismos multicelulares están compuestos de tipos celulares heterogéneos que
organizan distintos patrones durante el desarrollo para formar tejidos y órganos. Entre los
procesos más importantes implicados en regular el establecimiento y mantenimiento de esta
estructura tisular están los procesos de adhesión célula-célula y célula-matriz extracelular, y
la existencia de procesos de adhesión selectiva.
Los receptores de membrana implicados en estos procesos se denominan en su
conjunto CAMs (del inglés Cdl Adhesion Molecules, moléculas de adhesión celular) y
estructuralmente son glicoproteinas transmembrana. Existen dos tipos de CAMs
funcionalmente diferentes: dependientes de calcio (cadherinas) e independientes de calcio
(inmunoglobulinas, integrinas, selectinas y sindecanos). Son las moléculas de adhesión
dependientes de calcio, las cadherinas, las que parecen tener un papel fundamental en la
adhesión celular específica de tejido que ocurre durante el desarrollo embrionario en
vertebrados, esencial para la correcta formación del organismo adulto. Las cadherinas
desempeñan además un papel primordial en el mantenimiento de la estructura del organismo
adulto, y se encuentran prácticamente en todos los tipos celulares de vertebrados (Takeichi,
1991).
Durante el desarrollo de esta Tesis se ha estudiado el papel y regulación de las
cadherinas en un tipo tisular concreto: la epidermis, un epitelio compuesto estratificado,
donde se expresan varios miembros de esta familia de moléculas. En la epidermis, las
cadherinas se localizan principalmente en uniones celulares estructuradas localizadas en la
membrana plasmática. Por tanto, a continuación vamos a describir los tipos de uniones
celulares que existen en los tejidos epiteliales, así como la estructura de la epidermis de un
organismo adulto, para pasar posteriormente al estudio más detallado de la familia de las
cadherinas.
2- UNIONES CELULARES EN TEJIDOS EPITELIALES.
Los tejidos epiteliales se caractenzan por una fuerte asociación de las células
individuales que lo componen, formando láminas (los epitelios). A su vez, estas células se
unen a la matriz extracelular subyacente, la lámina basal. En el mantenimiento de la
estructura de este tejido, que tiene que soportar un fuerte estrés mecánico, juegan un papel
fundamental las uniones celulares (célula-célula o célula-matriz), estructuras especializadas




En los epitelios existen tres tipos de uniones celulares, que aparecen representadas en
la figura 1: uniones estrechas, uniones de anclaje y canales de comunicación o gap
junctions” (Alberts el al., 1994). En las uniones de anclaje puede intervenir el citoesqueleto
de actina, en las uniones adherentes (célula-célula) y en los contactos focales (célula-matriz),
o el citoesqueleto de filamentos intermedios, en los desmosomas (célula-célula) y
hemidesmosomas (célula-matriz).
Mientras que las uniones estrechas y las gap junctions tienen papeles fisiológicos
determinados en el control de la permeabilidadtransepitelial y la comunicación intercelular, el
resto de uniones celulares desempeñan un papel fundamental en los procesos de adhesión
celular. En concreto, moléculas de la familia de las cadherinas participan en la formación de
las uniones adherentes y de los desmosomas. Las cadherinas, que son proteínas
transmembrana, se asocian con proteínas del citoesqueleto a través de un conjunto de
proteínas citoplásmicas de anclaje, formando una placa’ citoplásmica al interior de la
membrana plasmática (Cowin y Burke, 1996).
Las uniones adherentes contienen cadherinas (como la cadherina-E, también llamada
uvomorulina, en células epiteliales) que interaccionan en su dominio intracelular con unas
moléculas citoplásmicas llamadas cateninas: a, ~3y ‘y catenina, esta última denominada
también plakoglobina (Kemler, 1993). En algunos casos se ha encontrado una catenina
adicional, la fosfoproteina pl2O (Reynolds el al, 1994). Las cateninas se anclan al
citoesqueleto de actina, que forma un anillo alreded¿r de las células. Existen otras proteínas
intracelulares que también participan en la formación de estos complejos como vinculina, ci-
actinina, ezrina, radixina y moesina (Tsukita el al., 1992).
Los desmosomas, de forma análoga, conectan de modo puntual el citoesqueleto de
filamentos intermedios (constituido por citoqueratinas) de células adyacentes. Las proteínas
transmembrana son desmogleinas y desmocolinas (pertenecienteas a la familia de las
cadherinas), que interaccionan con las proteínas puente intracelulares desmoplaquina y
plakoglobina (Garrod, 1993).
En células migratorias embrionarias no se ha observado una estructuración en
uniones de anclaje, a pesar de ocurrir procesos de adhesión celular selectiva. Se ha sugerido
que estos procesos de adhesión celular sin uniones celulares inician los procesos adhesivos
selectivos, que son posteriormente orientados y estabilizados por la formación de uniones
celulares estructuradas. Así, se cree que la formación de uniones intercelulares en los
epitelios es necesaria para lograr la fuerza mecánica y para la polarización y orientación de las
células (Gumbiner, 1996). En cualquier caso, la formación de uniones celulares debe ser un
proceso flexible y altamente regulado, para permitir fenómenos como, por ejemplo, la





3. LA PIEL Y LA EPIDERMIS.
La piel está constituida por dos tipos de tejidos: uno epitelial, cuyas células tienen
origen ectodérmico, la epidermis, y un tejido conjuntivo subyacente, de células
mesodérmicas denominado dermis , separados por una fina lámina basal (Fig. 2). La lámina
basal está compuesta mayoritariamente por colágeno tipo IV, laminina, nidogen/entactina y
proteoglicanos (Yurchenco y ORear 1994).
La epidermis es un epitelio estratificado queratinizado compuesto principalmente por
células epiteliales denominadas queratinocitos, aunque también están presentes, en pequeño
número, otros tipos celulares como melanocitos, células de Langerhans (tipo macrófagos) y
células de Merkel (asociadas a terminaciones nerviosas). Los queratinocitos se organizan en
distinas capas dentro de la epidermis: capa basal, espinosa, granulosa y córnea (Fig. 2). Las
células de la capa basal son las que están en contacto con la lámina basal, y las únicas células
con capacidad de proliferar, entre las que se encuentran las células primordiales o células
“stem”. Por repetidas divisiones de estas células stem se originan células hijas que
diferencian y migran hacia la superficie de la piel, hasta su desprendimiento, sufriendo
cambios morfológicos y bioquímicos que en su conjunto reciben el nombre de diferenciación
terminal (Fuchs, 1990; Fuchs y Byrne, 1994). Entre los cambios bioquímicos que sufren los
queratinocitos durante la diferenciación terminal se encuentran cambios en la expresión de
receptores de adhesión, como las cadherinas e integrinas y de proteínas estructurales como
las citoqueratinas.
Las células de la capa basal expresan receptores de adhesión como la cadherina E
(CD-E) y la cadherina P (CD-P) (Nose y Takeichi, 1986; Shimoyama et al., 1989).
integrinas de la subfamilia 13í (a513í,ct3Ill y a2131) y cx6P4 (Tennenbaum et al., 1992;
Watt y Hertle, 1994) y queratinas K5 y K14 (Leube el aL, 1988). A medida que la célula va
diferenciando se pierde la expresión de integrinas y de CD-P (restringidas sólo a la capa
basal), manteniéndose laexpresión de CD-E en los estratos espinoso y granular (Hirai et al.,
1989b; Adams y Watt, 1990, 1991). Asimismo, se producen cambios en la expresión de
citoqueratinas, de manera que las células del estrato espinoso pierden la expresión de K5 y
K14 y expresan Kl y K1O (Fuchs, 1990; Fuchs y Byrne, 1994). En las capas exteriores del
estrato granuloso, y en el estrato córneo, se expresan involucrina, loricrina y filagrina.
proteínas citoplásmicas que refuerzan la membrana plasmática y que se han empleado como
marcadores de diferenciación terminal (Nicholson et al., 1991; Hickenbach et al., 1995). Los
cambios morfológicos que sufren los queratinocitos son el aplanamiento de las células, la
pérdida del núcleo y la formación de una estructura córnea que invade el citoplasma, cambios
que ocurren en las últimas etapas del proceso de diferenciación. Así, las células de la capa
córnea son células muertas reducidas a escamas rellenas de queratina.
Entre las uniones celulares que mantienen la morfología y las propiedades de
elasticidad y resitencia de la epidermis, los hemidesmosomas se encuentran exclusivamente
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en células de la capa basal, manteniendo contacto con la lámina basal, mientras que las
uniones adherentes y los desmosomas se encuentran en todas las capas de la epidermis,
aunque éstos últimos se localizan mayoritariamente en la capa espinosa (Garrod, 1993;
Cowin y Burke, 1996).
4. LAS CADUERINAS.
4.1. Superfamilia de las cadherinas. Clasificación, características y estructura.
Las cadherinas constituyen una superfamilia de glicoproteinas transmembrana que en
general median adhesión celularhomotípica (por interacción con otra cadherina de igual tipo)
dependiente de calcio, tanto en organismos vertebrados como invertebrados y en todos los
tejidos sólidos del organismo (Takeichi, 1991, 1995). La primera cadherina fue identificada
en 1977 en ratón (Kemler el al., 1977) y se denominó uvomorulina. En los años 80 se
descubrieron muchas otras en diversas especies con anticuerpos que bloqueaban la adhesión
celular en ensayos de agregación dependientes de calcio y que pertenecían al grupo que se ha
denominado de cadherinas clásicas (Bertolotti et al., 1980; Yoshida y Takeichi, 1982; Hatta
el al., 1985; Nose y Takeichi, 1986; Nose el al., 1987). En los últimos años se han
identificado, por homología estructural y mediante técnicas de biología molecular,
numerosos nuevos miembros de la familia, para algunos de los cuales aún no se ha
demostrado una función en adhesión celular, pudiendo incluso tener otras funciones
biológicas (Hoffmann y Balling, 1995; Thomson et al., 1995; Tashiro a al., 1995; Franklin
y Sargent, 1996; Lee, 1996; Sugimoto et al., 1996).
Todas las cadherinas identificadas hasta la fecha, con la excepción de la cadherina T
(anclada a la membrana por fosfatidilinositol, Vestal y Ranscht, 1992) son proteínas
integrales de membrana tipo 1 organizadas en una región extracelular, una región hidrofóbica
que atraviesa la membrana una única vez y un dominio citoplásmico. La región extracelular
contiene dominios repetidos denominados EC, cada uno de los cuales contiene 1-2 sitios de
untón a calcio. En general la porción intracelular se anda con el citoesqueleto a través de
proteínas citoplásmicas (cateninas) (Gumbiner, 1996).
Las cadherinas se han clasificado, según características funcionales y homología de
secuencia, en tres grandes subfamilias: protocadherinas, cadherinas desmosomales y
cadherinas clásicas (Marrs y Nelson, 1996; Suzuki, 1996). Además, el proto-oncogen c-ret,
codifica para una molécula tipo cadherina, pero con función tirosina quinasa en su dominio
citoplásmico (Scheider, 1992; Iwamoto el al., 1993).
Las protocadherinas o cadherinas tipo fat son una familia heterogénea de moléculas
identificadas en Drosophila por primera vez como moléculas que controlaban negativamente
el crecimiento del epitelio de los discos imaginales, por lo que se les ha otorgado un papel
como genes supresores de tumores (Mahoney cal., 1991; Sano el al.,1993; Suzuki, 1996).
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Contienen dominios EC en su porción extracelular, mientras que la porción citoplásmica
carece de homología con los otros tipos de cadherinas y no se ha encontrado hasta la fecha
interacción con proteínas citoplásmicas.
Las desmogleinas y desmocolinas, con secuencias de homología con las cadherinas
clásicas en la región extracelular, constituyen la subfamilia de cadherinas desmosomales, y
se encuentran localizadas en los desmosomas (Koch el al., 1990; Parker et al., 1991; Buxton
el al., 1993). Cada una de ellas presenta diferentes isoformas con especificidad tisular y un
patrón de expresión específico dentro de las distintas capas de la epidermis (Arnemann el al.,
1993; Legan el al., 1994). Las cadherinas desmosomales forman interacciones por su
porción extracelular (Chitaev y Troyanovsky, 1997), mientras que por su dominio
citoplásmico interaccionan con la plakoglobina, al igual que las cadherinas clásicas
(Troyanovsky a al., 1994; Kowalczyk et al., 1994).
Las cadherinas clásicas comprenden una gran familia de genes (Kemler 1992), de los
que actualmente se conocen más de 40 miembros entre los que se encuentran los primeros
miembros de la superfamilia identificados, cadherinas E, P y N (Kemler a al., 1977;
Takeichi 1977; Hyafil et al., 1981; I-Iatta el al., 1985; Peyrieras et al., 1985; Nose y
Takeichi, 1986; Schuh el al., 1986; Shirayoshi el al., 1986a; Nose a al., 1987; Ringwald cf
al., 1987). Presentan entre si una alta homología: el dominio extracelular muestra un 30-60%
de homología de secuencia entre las diferentes cadherinas, mientras que la homología del
dominio citoplásmico puede alcanzar el 90% dentro de las misma especie y hasta un 60%
entre cadherinas de mamíferos y Drosophila (Takeichi, 1988; Kemler, 1992; Oda ¿u al.,
1994a). Las cadherinas clásicas regulan la adhesión célula-célula dependiente de calcio en las
uniones adherentes y también en lugares donde no existe una organización ultraestructural
(Boller el al., 1985).
Se sintetizan inicialmente como precursores largos que se procesan a formas maduras
de 120-130 KDa. El dominio extracelular de las cadherinas clásicas posee cinco dominios
EC, en los que aparecen motivos repetidos formados por 3-5 aminoácidos (Fig. 3). En
general, en el dominio ECl aparece la secuencia aminoacidica HAy que determina la
especificidad de unión homotipica (Blaschuk el al., 1990; Nose el al., 1990). En las zonas
limítrofes entre los dominios EC se han descrito varios dominios de interacción con calcio
(Ringwald et al., 1987; Kemler el al., 1989; Ozawa et al., 1990). La región extracelular
sufre N-glicosilación en varios sitios, en posición y número variable entre las distintas
cadherinas, pero, al menos en la CD-E, estas modificaciones no parecen ser indispenables
para su funcionalidad (Shirayoshi el al., 1986b). Cerca del dominio transmembrana hay 4
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Hg. 3. Estructura consenso de las cadherinas clásicas. Por procesamiento proteolítico del
propéptido se origina la proteínamadura compuestade un dominio transmembrana delimitado por una región
extracelular y otra intracelular. La región extracelular comprende 5 regiones repetidas con zonas de unión a
calcio y 4 cistefnas muy conservadas. La región HAV, en el dominio ECL. interviene en la interacción
homotipica entre cadherinas. La zona intracelular, altamente conservada, presenta una zona de 31 aminoácidos
de unión a cateninas.
Recientemente se ha determinado la estructura tridimensional del dominio ECl de las
cadherinas clásicas E y N por resonancia magnética nuclear (Overduin a’ al., 1995) y por
cristalografía de rayos X (Shapiro el al., 1995), respectivamente. A pesar de existir ciertas
discrepancias entre ambos estudios, se apunta a una organización en dimeros de las
moléculas de cadherinas. Estudios más recientes de estructura cristalina muestran que tres
iones calcio se incorporan a la molécula de cadherina entre los dominios ECl y EC2
obligando a la molécula a adquirir cierta estructura tridimensional rígida (Nagar u al., 1996).
En conjunto, se cree que la región extracelular forma dímeros sencillos que al unirse con otro
dímero en la membrana de la célula adyacente forma dimeros de adhesión, que podrían
asociarse en forma lineal, como una cremallera que une dos membranas de células
adyacentes, o bien como oligómeros en forma de cilindros (Pokutta el al., 1994).
4.2. Complejos cadherinas-catdniflaS.
El dominio intracelular de las cadherinas clásicas, a las que nos referiremos de ahora
en adelante, es indispensable para su función adhesiva (Nagafuchi y Takeichi, 1988;
Kintner, 1992) y se anda con el citoesqueleto de actina a través de proteínas intracelulares
llamadas cateninas, entre las que se encuentran a-catenina, j3-catenina y y-catenina
(plakoglobina) (Ozawa el al., 1989; Kemler, 1993; Aberle el al., 1996). Además, la proteína
pl2O, que es un sustrato de la tirosina quinasa src, se une al complejo de las cadherinas y se
ha sugerido que puede representar otra catenina (Reynolds el al., 1994).
La a-catenina presenta homología de secuencia con la vinculina e interacciona directa
o indirectamente a través de «-actinina con el citoesqueleto de actina (Rimm cf al., 1995:
Knudsen eral., 1995). Se han descrito al menos dos isoformas de ct-catenina: ciE-catenina,
específica de epitelios y aN-catenina, de tejido nervioso (Herrenknecht cf al., 1991;
Nagafuchi el al., 1991; Hirano el al., 1992).
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La 13-catenina y la plakoglobina pertenecen a la familia de proteínas tipo armadillo,
por tener secuencias repetidas (secuencias arm) homólogas a las que existen en el gen de
polaridad segmental armadillo de Drosophila (Butz ¿u al., 1992; Peifer cf al., 1992).
Las cadherinas interaccionan, de forma independiente, con !3-catenina o con
plakoglobina, y éstas a su vez, interaccionan con la cx-catenina, que se une al citoesqueleto
de actina, por lo que existen al menos dos tipos de complejos cadherinas/cateninas (Butz y
Kemler, 1994; Hinck cf al., 1994)
Recientemente se ha demostrado que las cateninas también interaccionan con otras
proteínas citoplásmicas o transmembrana. Así, tanto plakoglobina como 3-catenina
interaccionan con la tirosina quinasa c-erbB2 (Kanai cf al., 1995) y con la proteína supresora
de tumores “Adematous Polyposis Coli” (APC) (Su el al., 1993; Rubinfeld cf al., 1993). La
interacción de j3-catenina o plakoglobina con APC es excluyente de su interacción con la
cadherina, de forma que APC compite con la cadherina por su unión a las cateninas
(Htilsken el al., 1994). Además se ha descrito que la 13-catenina se asocia con el receptor del
factor de crecimiento epidénnico (EGF-R) (Hoschuetzky el al., 1994) y con la proteína de
uniones estrechas ZO-1 (Rajasekaran el al., 1996).
4.3. Importancia biológica de las cadherinas clásicas.
4.3.1. Papel morforregulador de las cadherinas.
Las cadherinas clásicas, además de regular el reconocimiento físico y la adhesión
entre células, realizan funciones especializadas que les permiten actuar como moléculas
morforreguladoras durante la embriogénesis y la diferenciación, haciendo de ellas ínoléculas
indispensables en el mantenimiento de la arquitectura tisular y de la homeostasis del
organismo adulto (Takeichi, 1991; Cunningham, 1995; Takeichi, 1995; Gumbiner, 1996;
Marrs y Nelson, 1996).
La participación de las cadherinas en la morfogénesis se planteó inicialmente por la
existencia de procesos de adhesión selectiva: fibroblastos transfectados con distintas
cadherinas tendían a adherirse con células que expresaban igual tipo de cadherina (Nose ¿u
al., 1988); y se comprobó mediante el uso de anticuerpos bloqueantes de su función y el
análisis de los efectos en desarrollo o en cultivo de órganos (Takeichi, 1988; Hirai cf al.,
1989a y 198%). Recientemente se ha mostrado, mediante el empleo de células embrtonarias
stem, que cadherinas específicas pueden estimular la formación de tejidos específicos (CD-E
epitelio y CD-N cartflago y neuroepitelio), lo que apoya la idea de la participación de las
cadherinas en la histogénesis (Lame et al., 1996).
La función de las cadherinas en el mantenimiento de la estructura tisular y la
homeostasis es particularmente evidente en el caso de los tejidos epiteliales. Las células
epiteliales presentan un alto grado de polarización, y la CD-E es la principal molécula que
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controla la polaridad de las mismas, pudiendo inducir la redistribución de la Na+,K+~
ATPasa en las regiones de contacto célula-célula, mediada por la reorganización del
citoesqueleto (McNeill eral., 1990; Marrs eral., 1995). Así, el bloqueo de la función de CD-
E iii viti-o con anticuerpos específicos induce la pérdida de la polaridad celular y de la
formación de uniones epiteliales (Imhof, et al., 1983; Behrens cf aL, 1985; Gumbiner,
1990). Por otro lado, la expresión de cadherinas en fibroblastos, origina una transformación
hacia un fenotipo epiteloide, con crecimiento de las células en colonias en vez de en células
aisladas y reorganización delcitoesqueleto de actina (Edelman cf al., 1987; Nagafuchi ¿u al.,
1987).
Asimismo, la CD-E es necesaria para el control de la diferenciación de los
queratinocitos y para la organización correcta de las distintas capas celulares de la epidermis,
como ponen de manifiesto experimentos en los que se altera la diferenciación de
queratinocitos o piel en cultivo por el uso de anticuerpos bloqueantes o dominantes negativos
anti-cadherinas (Hirai cf al., 1989b; Wheelock y Jensen, 1992; Hodivala y Watt, 1994;
Amagai eral., 1995; Zhu y Watt, 1996).
Por otro lado, el papel de las cadherinas en tejidos adultos se ha podido comprobar
también mediante el empleo de ratones transgénicos, en los que se dirige la expresión de
cadherinas o dominantes negativos de cadherinas a ciertos tejidos (Dahí cf al., 1996;
Hermiston y Gordon, 1995a, 1995b; Hermiston et al., 1996). Así, la sobreexpresión de
CD-E en enterocitos, induce un descenso en el movimiento y proliferación celular, así como
la inducción de apoptosis (Hermiston cf al., 1996). Estos experimentos sugieren la
existencia de un nexo entre los procesos de adhesión celular, señalización y apoptosis.
Las cadherinas, además de tener un papel morforregulador en el organismo adulto,
desempeñan un papel morfogenético fundamental durante el desarrollo embrionario. La
expresión de distintas cadherinas en poblaciones de células separadas, gracias a sus
propiedades de adhesión selectiva, hace que las células discriminen entre sí y que segreguen
en distintas capas durante el desarrollo (Takeichi, 1988; Takeichi, 1991; Huber eral., 1996a;
Takeichi, 1995; Marrs y Nelson, 1996).
Las cadherinas tienen un patrón de expresión definido durante el desarrollo
embrionario, que apoya la idea de su papel como moléculas morforreguladoras. En concreto,
la expresión de CD-E (primero materna y después embrionaria) se observa en todos los
estadios del embrión de ratón. En un principio, la CD-E aparece dispersa por la superficie
del oocito. En el estadio de 8-16 células, cuando se produce la compactación y polarización
celular de los blastómeros, la CD-E se distribuye y localiza en los contactos celulares (Hyafil
cf al., 1980). Posteriormente, durante el desarrollo, la CD-E se localiza principalmente en
células epiteliales, de origen ecto o endodérmico. El primer tipo celular que es negativo para
CD-E es el mesodermo, que se forma en el estadio de la gastrulación. Los derivados
mesodérmicos permanecen negativos para CD-E, pero ésta se reexpresa en células que
sufren procesos de transición mesénquima-epitelio (Takeichi, 1988). La CD-E también se
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expresa en el cerebro embrionario de ratón, en un conjunto de neuronas sensoriales y en las
uniones adherentes autotípicas de las células de Schwann (Shimamura y Takeichi, 1992;
Fannon ci’ al., 1995; Redies y Takeichi, 1996).
Experimentos de microinyección en Xenopus de mRNAs de formas truncadas de
cadherinas que actúan como dominantes negativos, y que perturban la integridad de las
estructuras embrionarias confirman el papel de las cadherinas en la morfogénesis (Fujimori
et al., 1990; Kintner, 1992; revisado en Huber cf al., 1996a).
Asimismo, recientemente se han realizado experimentos de pérdida de función de
cadherinas, con ratones ‘knock-out” y con mutantes en Drosophila.
Los ratones en los que se ha eliminado el gen de la CD-E mediante técnicas de
knock-out son letales embrionarios (Lame cf al., 1994; Riethmacher cf al., 1995). Los
embriones se desarrollan normalmente hasta el estadio de 8 células, siendo capaces de
compactarse en el estadio de mórula, probablemente por la existencia de CO-E materna, pero
posteriormente el embrión es incapaz de implantarse y de formar el blastocisto (primera
monocapa epitelial del embrión) correctamente.
En Drosophila, la cadherina-DE (gen shotgun) es la homóloga en vertebrados de la
CO-E. Mutantes nulos de la cadherina-DE no muestran en general defectos severos en la
organización epitelial, debido a la existencia de cadherina materna. Sin embargo, sí se ve
alterada la formación de epitelios que requiere grandes remodelaciones morfogenéticas
(como los túbulos de Malpigio o los conductos de la tráquea). La ausencia total de expresión
de cadherina-DE, embrionariay materna, impide la formación de todos los epitelios (Uemura
cf al., 1996; Tepass el al., 1996; Knust y Leptin, 1996).
4.3.2. Papel de las cadberinas en la señalización celular.
La variedad de funciones en las que intervienen las cadherinas hace pensar que
además de mediar adhesión celular, también puedan participar en rutas de señalización
intracelular, que desencadenen las respuestas fenotipicas.
La homología de la 13-catenina y la plakoglobina con la proteína de polaridad
segmental annadillo de Drosophila, que participa en la ruta señalización de Wingless durante
la embriogénesis, hizo pensar que la ¡3-catenina pudiera participar en la ruta de señalización
de Wnt, homólogo a Wingless en organismos superiores. Wnt y su homólogo Wingless son
proteínas secretadas que interaccionan con receptores de membrana, iniciando una cascada
que desemboca en la generación de una respuesta, implicada en la polaridad segmental en
Drosophila y en el patrón dorso-ventral en Xenopus (Klingensmith y Nusse, 1994; Moon,
1993).
La idea de la participación de la ¡3-catenina en esta vía surgió porque la inyección en
oocitos de Xenopus de mRNA de j3-catenina era capaz de inducir duplicación del eje axial, al
igual que ocurría con la inyección de algunos miembros de la familia Wnt (Funayama cf al..
1995). Investigaciones recientes han aportado nuevos datos sobre el mecanismo por el cual
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la ¡3-catenina podría participar en esta ruta. Se cree que la transmisión de la señal Wnt,
mediante la inhibición de una quinasa citoplásmica, tiene como efecto un aumento de la
cantidad de f3-catenina libre en el citoplasma (Peifer ef al., 1994; Yost cf al., 1996; Papkoff
ct al., 1996). Estudios recientes basados en la técnica del doble híbrido han mostrado que la
3-catenina interacciona con el factor de transcripción LEF-l (Behrens cf al., 1996; Huber cf
al., 1996b) del tipo HMG (Travis eral., 1991). Estudios de sobreexpresión en diferentes
sistemas indican que la unión de LEF-1 a 13-catenina es suficiente para su translocación
nuclear, e igual sucede para XTCF-3, el homólogo en Xenopus de LEF-1 (Molenaar ci’ al.,
1996). Asimismo, se ha demostrado la formación de un complejo ternario formado por LEF-
1, j3-catenina y DNA conteniendo la secuencia consenso para LEF-l (Behrens cf al., 1996;
Huber cf al., 1996). Estos datos sugieren que la interacción de 13-catenina citoplásmica con el
factorLEF- 1 y su translocación al núcleo modifica las propiedades transcripcionales de LEF-
1, originado la respuesta a la señal. En apoyo de este modelo está el hecho de que la
sobreexpresión de LEF-1 en embriones de Xenopus provoca también la duplicación del eje
embrionario (Behrens cf al., 1996; Huber cf al., 1996b; revisado en Kúhl y Wedlich, 1997).
El papel que las cadherinas desempeñarían en este modelo sería el de secuestrar a la
13-catenina, impidiéndola interaccionar con el factor LEF- 1 o TCF y realizar su función
señalizadora (Fagotto cf al., 1996). Por otra parte, la función señalizadora de 3-catenina es
modulada por APC, que interacciona con ella y dirige su degradación proteolítica
(Munemitsu cf al., 1995; Rubinfeld eral., 1996). En este sentido, es interesante mencionar
que recientemente se ha encontrado actividad transcripcional constitutiva del complejo 3-
catenina/TCF-4 en células de carcinomas colorrectales con mutaciones en APC o en 3-
catenina que impiden su degradación (Korinek et al., 1997; Morin cf al., 1997).
4.3.3. Papel de las cadherinas en procesos tumorales, invasión y metástasis.
Las cadherinas son moléculas imprescindibles para el mantenimiento de la
arquitectura epitelial de un tejido y, en condiciones normales, las células epiteliales
permanecen fuertemente unidas entre sí gracias a estas moléculas. Sin embargo, durante la
transformación tumoral la asociación intercelular se desorganiza, las células pierden
adhesividad y pueden separarse fácilmente unas de otras. Este hecho favorece la invasión de
los tejidos que rodean al tumor.
Experimentos iii viti-o, empleando diversos modelos experimentales, ponen de
manifiesto el papel anti-lnvas¡vo de las cadherinas, especialmente de la CO-E. Así, la pérdida
de expresión de CO-E o el bloqueo de su actividad funcional confiere a las células epiteliales
una mayor capacidad invasiva, mientras que la reexpresión de la CO-E en células tumorales
deficientes en esta molécula es capaz de inhibir su capacidad invasiva (Behrens cf al., 1989;
Frixen cf al., 1991; Vleminckx ct al., 1991; Bussemakers cf al., 1992). Por otra parte, la
reexpresión de CO-E en células tumorales es capaz de revertir parcialmente el fenotipo
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tumoral en algunos tipos celulares (Navarro eral., 1991), mientras que en otros puede hacer
disminuir su capacidad metastásica (Mbalaviele er al., 1996). Por todos estos datos se ha
sugerido que la CD-E puede ser un potencial gen supresor de tumores.
Análisis in vivo confirman que muchos carcinomas (tumores epiteliales) que
expresan niveles bajos de cadherinas tienden a ser más invasivos. En general se observa ttna
correlación directa entre la presencia de CO-E y el grado de diferenciación del tumor o línea
celular, e inversa entre la CO-E y las propiedades invasivas y metastásicas (Umbas er al.,
1992; Brabant er al., 1993; Gamallo ci al., 1993; Pizarro er al., 1994; Umbas ¿u al., 1994;
revisado en Takeichi, 1993 y en Birchmeier y Behrens, 1994).
En muchas células tumorales, a pesar de existir altos niveles de cadherinas, la
función mediada por ellas es baja, debido a otras alteraciones que impiden su función como
mutaciones en las cadherinas, observado en carcinomas gástricos (Becker cf al., 1994; Oda
cf al., 1994b), de ovario (Risinger et al., 1994) y de mama (Berx a al., 1995a); deficiencias
en ct-catenina (Hirano a al., 1992; Breen eral., 1993; Shimoyama er al., 1992; Watabe ¿u
al., 1994; Ewing el al., 1995), en 3-catenina (Oyama cf al., 1994; Kawanishi er al., 1995) o
en plakoglobina (Sommers ci al., 1994), o bien por modulaciones del complejo
cadherina/cateninas mediada por determinados factores (factores de crecimiento, activación
de tirosina quinasas, etc). Así, productos de oncogenes como src, ras, fos y met pueden
desestabilizar las uniones intercelulares; src y los receptores de EGF y de HGF fosforilan a
la f3-catenina en residuos de tirosina, lo que lleva a la disociación de los complejos
adherentes, modulando así las propiedades adhesivas de las células (Matsuyoshi cf al., 1992:
Reichmann ci al., 1992; Behrens cf al., 1993; Hamaguchi cf al., 1993; Shibamoto er al.,
1994). Este último tipo de regulación puede ser transitorio en algunas etapas del proceso
neoplásico, como se ha sugerido durante el proceso de invasión (Takeichi, 1993).
Por otro lado, se ha sugerido que los complejos adherentes cadherina-cateninas
funcionales pueden controlar de forma negativa la velocidad de crecimiento celular (Watabe
cf al., 1994; Zhu y Watt, 1996). Otro mecanismo propuesto por el que las cadherinas
podrían influir en el comportamiento invasivo y metastásico de las células tumorales es
controlando la actividad de proteasas de la matriz extracelular. Así, se ha observado que la
CO-E puede contribuir a la localización del activador del plasminógeno tipo uroquinasa
(uPA) en los contactos celulares (Jensen y Wheelock, 1992) y que el tratamiento de células
de carcinoma que expresan CO-E con un anticuerpo bloqueante anti-CD-E induce un
aumento en la secrección de uPA al medio extracelular relacionado con un comportamiento
más invasivo (Frixen y Nagamine, 1993). En este sentido, la transfección en una línea de
carcinoma de colon con el cDNA de CO-E, además de disminuir su capacidad invasiva,




5. INVASIÓN Y METÁSTASIS: PAPEL DE PROTEASAS DE MATRIZ
EXTRACELULAR.
La metástasis es la etapa de la progresión tumoral más amenazante para la
supervivencia. Actualmente está bien establecido que el desarrollo tumoral y el
comportamiento metastásico están bajo controles genéticos independientes, aunque muchas
veces relacionados entre sí. La generación de la metástasis es un proceso complejo que
abarca diferentes etapas secuenciales: invasión local de las células del tumor primario en el
tejido adyacente; acceso a la circulación sanguínea o linfática; extravasación en un órgano
distante; y colonización y proliferación de las células dicho órgano. El proceso de
invasividad local es, por tanto, indispensable para el desarrollo de la metástasis, y según
Liotta consta básicamente de tres etapas: alteración de procesos de adhesión celular (pérdida
de adhesión intercelular y adhesión de las células tumorales a la membrana basal),
degradación de la membrana basal y migración celular (Liotta er al., 1983; Stetler-Stevenson
eral., 1993).
Así, la degradación de la membrana basal que rodea los epitelios y del tejido
conectivo subyacente es indispensable para la invasión y la metástasis, y es consecuencia de
las actividades proteolíticas de diversos sistemas que degradan diferentes componentes de la
matriz extracelular.
Destacan cuatro tipos de actividades proteolíticas implicadas en la degradación de la
matriz extracelular: serín-proteasas (plasmina y activadores del plasminógeno tipo
uroquinasa, uPA, y tisular, tPA), cisteinil-proteasas (catepsinas B, C, H y L), aspartil-
proteasas (catepsina O) y metaloproteasas de matriz (MMPs). Los estudios de los últimos
años han puesto de manifiesto que las serín-proteasas (uPA) y las MMPs desempeñan un
papel primordial en el proceso de invasión en una gran variedad de carcinomas (Stetler-
Stevenson eral., 1993; Andreasen eral., 1997).
La mayoría de estas proteasas que participan en la degradación de la membrana basal
se secretan en forma de precursores inactivos (zimógenos), siendo activados en el medio
extracelular por diversos mecanismos que implican proteolisis. Además, la actividad de las
diferentes proteasas depende del balance entre ellas y sus inhibidores específicos (TIMPs y
serpinas). Por otro lado, la degradación de la MEC se realiza de forma focalizada en las
zonas de invasión debido, principalmente, a la existencia de receptores de las proteasas en la
superficie celular (Basbaum y Werb, 1996).
Las MMPs constituyen una amplia familia de endopeptidasas dependientes de zinc (o
calcio), con bajos niveles de expresión en tejidos adultos, pero cuya expresión aumenta en
procesos normales o patológicos de remodelación de tejidos (desarrollo embrionario,
reparación de tejidos, ciclo menstrual, inflamación, invasión tumoral y metástasis) (Kleiner y
Stetler-Stevenson, 1993; Birkedal-Hansen, 1995). En función de sus características
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estructurales, localización celular y especificidad de sustrato se han clasificado en cuatro
subfamilias, reflejadas en la Tabla 1.
Las MMPs forman generalmente complejos no covalentes con sus inhibidores, los
TIMPs (inhibidores tisulares de MMPs). Hasta la fecha se han identificado 4 miembros
(TIMP-1, -2, -3 y -4). TJMP-1 y TIIMP-2 actúan específicamente sobre las colagenasas
MMP-9 (o gelatinasa E) y MMP-2 (o gelatinasa A), respectivamente (Stetler-Stevenson ci
al., 1993).
Las MMPs se secretan en forma inactiva y se activan en el entorno extracelular por
proteolisis (Birkedal-Hansen, 1995). Se ha demostrado que la MMP-3 es capaz de activar la
proMMP-9 itt viti-o (Ogata eral., 1992). En el caso de la MMP-2, la activación se realiza en
la membrana plasmática porinteracción con la proteasa de membrana MT- 1 MMP, formando
un complejo temario con TIMP-2 (Sato eral., 1994; Cao cf al., 1995; Strongin e>’ al., 1995).
El uPA también puede actuar activando a varias pro-MMPs (Mazzieri e>’ al., 1997). Por otra
parte, se ha observado que la integrina av133 (receptor de vitronectina) puede actuar como
receptor y activar la MMP-2 en células de melanoma (Brooks cf al., 1996).
La expresión de MMPs está controlada por factores que estimulan (IL- 1, TNF-cí,
TGF-cx, EGF, FGF y POGF) o inhiben (TGF-j3, IL-4, ácido retinoico, progesterona,
glucocorticoides, etc.) su transcripción (Stetler-Stevenson er al., 1993; Birkedal-Hansen,
1995). El éster de forbol TPA también puede estimular la expresión de varias MMPs,
probablemente por inducción del factor de transcripción AP 1 (jun y fos) que actuaría sobre
los sitios de unión que existen en los promotores de MMPs como colagenasas o
estromelisina (Gutman y Wasylyk, 1990; Matrisian, 1990; Pendas cf al., 199?). La
EMMPRJN (Extracelular Matrix Metaloproteinase Inductor’), también llamada basigina, es
una proteína transmembrana de la familia de las moléculas de adhesión de las
inmunoglobulinas liberada por las células tumorales que induce la expresión de varias MMPs
en los fibroblastos del estroma (Biswass e>’ al., 1995). La luz UV también es un potente
inductor de la expresión de colagenasa de la dermis itt vivo (Fisher cf al., 1996).
El análisis de la expresión de diferentes metaloproteasas en una variedad de
carcinomas ha mostrado la existencia de una fuerte correlación entre la sobreexpresión de
algunos miembros y el carácter invasivo los carcinomas (Basset cf al., 1990; Sato ¿u al.,
1992; Freije et al., 1994; Canete-Soler eral., 1994; Sato e>’ al., 1994; Witty cf al., 1994;
Okada e>’ al., 1996). Asimismo inhibidores sintéticos de MMPs bloquean el crecimiento
tumoral en modelos animales (Wang e>’ al., 1994; Watson e>’ al., 1995). Estos datos, junto
con estudios en modelos celulares y experimentales de las MMPs y sus inhibidores (DeClerk
e>’ al., 1992; Khokha, 1994) apoyan firmemente su papel activo durante el proceso invastvo.
En concreto, la MMP-9 es producida por varios tipos de células tumorales (Wilhern
cl al., 1989; Juarez eral., 1991), relacionándose niveles elevados de MMP-9 con una mayor
capacidad metastásica (Yamagata eral., 1988; Nakajima cf al., 1993; Bemhard ¿u al.. 1994:
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MacOougall eral., 1995). Por otro lado, la transformación de fibroblastos embrionarios de
rata o de fibroblastos NIH3T3 con Ha-ras induce la secreción de colagenasa tipo IV (Garbisa
eral., 1987; Ballin el al., 1988; Bernhard eral., 1994).
La MMP-9, a pesar de expresarse en muchos tipos celulares en cultivo, parece estar
limitada en condiciones normales esencialmente a células osteoclásticas durante el desarrollo
de ratón (Reponen e>’ al., 1994), mientras que en el organismo adulto se ha encontrado en
células estromales en el endometrio humano durante ciertas etapas del ciclo menstmal
(Rodgers et al., 1994) y en neutrófilos, monocitos y macrófagos (Wilhem e>’ al., 1989).
El sistema uPA también está implicado en la degradación de la matriz extracelular y
en los procesos de invasión tumoral. Los activadores del plasminógeno tipo uroquinasa
(uPA) y tipo tisular (tPA) actúan sobre el plasminógeno inactivo para convertirlo mediante
proteolisis en plasmina activa. La plasmina es una proteasa de amplia especificidad de
sustrato, que además de participar en la trombolisis, es capaz de degradar muchas proteínas
de la matriz extracelular, como fibronectina, vitronectina y fibrina. También puede catalizar
la activación de formas zimógenas de varias MMPs (Mazzieri et al., 1997), que a su vez
degradan la membranabasal. Se cree que, mientras que el tPA participa principalmente en la
trombolisis, el uPA juega un papel principal en degradación de la matriz extracelular, por lo
que el uPA ha sido más estudiado en su relación con el cáncer y la metástasis (revisado en
Andreasen eral., 1997).
Muchos sitemas modelo itt vitro han aportado evidencias sobre el papel del uPA en
migración celular e invasión, así como evidencias de su papel causal en procesos
metastásicos. Estas evidencias esperimentales están apoyadas por el hecho de que en muchos
cánceres humanos de mal pronóstico se han encontrado niveles elevados de uPA, de su
inhibidor PAI-l y del receptor de uPA (Blasi, 1993; Andreasen eral., 1997; Scrnitt cf al.,
1997).
6. REGULACIÓN DE LA EXPRESIÓN GÉNICA EN SISTEMAS
EPITELIALES. EL PROMOTOR DE CD-E.
6.1. Regulación de la expresión de CD-E.
El patrón de expresión espacial y temporal tan complejo de las cadherinas en el
organismo, hace necesaria la existencia de mecanismos reguladores de la expresión de las
mismas, también complejos y precisos. Además, por su implicación en procesos tumorales
es importante conocer sus mecanismos de regulación. Hasta el momento, tan solo se conoce
información fragmentaria sobre tales mecanismos. En concreto, nos centraremos en el
estudio de los factores que controlan la expresión de la CD-E, ya que ésta juega un papel




Son múltiples los factores que pueden alterar la expresión de los genes de
cadherinas, observándose en ocasiones efectos diferentes según el tipo celular analizado.
Varios oncogenes pueden inducir desdiferenciación epitelial inhibiendo la expresión de
CD-E. Así, células epiteliales transformadas con oncogenes como i-as pierden la CD-E
(Behrens eral., 1989; Vleminckx eral., 1991). La sobreexpresión prolongada del oncogen
fos en una línea epitelial de mama induce asimismo su desdiferenciación junto con pérdida de
CO-E y de otros marcadores epiteliales, a la vez que se adquieren marcadores
mesenquimales (Reichmann a al., 1992), mientras que la sobreexpresión del receptor
tirosina quinasa c-erbB2 en células epiteliales de mama inhibe la transcripción del gen de
CO-E (OSonza y Taylor-PapadimitriOu, 1994). Por otra parte, se ha descrito que la
expresión del gen Ela en una línea celular de rabdomiosarcoma humano induce morfología
epiteloide y la expresión de marcadores epiteliales como CO-E (Frisch 1994).
En algunos tipos celulares la expresión de CO-E puede estar controlada
hormonalmente. Así, el estradiol regula positivamente los niveles de CO-E en células de
granulosa de rata (Blaschuk y Farookhi, 1989), en el ovario de rata (MacCalman et al.,
1994) y en una línea humana de próstata (Carruba et al., 1995), mientras que en células de
carcinomade endometrio bien diferenciadas reprime su expresión (Fujimoto ¿u al., 1996).
Otros estudios sugieren que el receptor de EGF (Sorseher e>’ al., 1995), el ácido
retinoico (Anzano er al., 1994), el ácido y-linoleico (Jiang eral., 1995) y la proteina Tax del
virus de inmunodeficiencia humano tipo 1 (HTLV-1) (Kitajima e>’ al., 1996) regulan
positivamente la CO-E; mientras que el HGF (Tannapfel ei’ al., 1994) y el TPA (Fabre y
García de Herreros, 1993; Brabant eral., 1995) lo hacen negativamente. Por otro lado, en la
línea de carcinoma de mama MCF-7 el tratamiento con AIvIPc aumenta los niveles de CD-E
(Revillion et al., 1993), y en tirocitos en cultivo los niveles de mRNA de CO-E aumentan
tras el tratamiento con TSH y forskolina, que actúan regulando positivamente la vía del
AMPc (Brabant eral., 1995).
El estudio de las regiones promotoras de los genes de cadherinas, que se analizará
con más detalle en el Apartado 6.2, constituye otro tipo de abordaje experimental para la
caracterización de factores que controlan su expresión. Sin embargo, son los estudios
funcionales itt vivo los que aportan datos más informativos sobre el control de la expresión
de las cadherinas, especialmente en el desarrollo, aunque hasta ahora son escasos los
trabajos de este tipo. Experimentos de ‘knock-out’ del gen Wnt-l en ratón indican que en la
línea media dorsal del cerebro fetal, Wnt-l suprime la expresión de CO-E, manteniendo la de
ctN-catenina (Shimamura et al., 1994). Por otro lado, en Di-osophila, el factor de
transcripción de tipo dedo de zinc Escargot, relacionado con la familia de genes de snail.
induce la expresión de DE-cadherina al menos en un tipo de células que formarán la tráquea,
y probablemente en más tipos celulares (Tanaka-Matakatsu eral., 1996).
22
1,z troducción
6.2. Caracterización de regiones reguladoras del gen de CD-E.
El control de la transcripción del gen de CD-E, tanto murino como humano, ha sido
objeto recientemente de varios estudios que se han centrado principalmente en la
caracterización de zonas reguladoras situadas en la región 5’ o en hurones del gen.
Previamente se había localizado el gen de CO-E de ratón en el extremo distal del cromosoma
8 (Eistetter er al., 1988), en una región sinténica al cromosoma 16q humano (16q.22. 1),
donde se había localizado el gen homólogo humano (Mansouri e>’ al., 1988). Curiosamente
el gen de CD-P está localizado en el mismo cromosoma que el de la CD-E (l-Iatta ef al.,
1991; Bussemakers er al., 1994b), lo que podría sugerir que compartieran algún tipo de
regulación. Los genes de CO-E de ratón (Ringwald er al., 1991), humano (Berx e>’ al.,
1995b) y de pollo (L-CAM) (Sorkin e>’ al., 1988) están organizados en 16 exones,
distribuidos en una amplia región genónúca (más de 40 Kb en ratón y más de 100 Kb en
humano), con una estructura intrón/exón muy conservada entre si, y que no se corresponde
estrictamente con dominios estructurales o funcionales definidos de la proteína. En todos los
casos el segundo intrón es mucho mayor que el resto (al menos 12 Kb en ratón y 65 Kb en
humano).
En 1991 aparecieron los primeros estudios de caracterización de la región promotora
de CO-E de ratón, realizados por los grupos de Kemler y Birchmeier (Ringwald e>’ al., 1991;
Behrens eral., 1991). El promotor de CO-E de ratón carece de caja TATA y en el sitio de
inicio de la transcripción, situado 127 bp en dirección 5 respecto del sitio de inicio de la
traducción, se encuentra una secuencia consenso iniciadora. Toda la región situada en 5
respecto a la región transcrita es en general una. zona rica en GC, que asemeja a las islas
CpG, típicas de genes housekeeping’. Estudios funcionales con distintos fragmentos de la
región promotora del gen de CO-E han mostrado que un fragmento que incluye hasta la
posición -178 respecto del sitio de inicio de la transcripción (-178 a +92) posee actividad
específica epitelial, ya que este fragmento es activo en células epiteliales que expresan CD-E,
pero no lo es en células no epiteliales (fibroblastos y células de músculo liso) o en células de
carcinoma poco diferenciado que no expresan CD-E (Behrens e>’ al., 1991). Este fragmento
del promotor contiene una región rica en GC (posiciones -251-58), con sitios consenso para
SPl y AP2; una caja CCAAT (en -65); y una secuencia palindrómica llamada E-pal (-751-86)
de 12 bp flanqueada pordos repeticiones invertidas de 4 bp. Las posiciones de la región rica
en GC y de la caja CCAAT son similares a las encontradas en otros promotores (Ringwald cf
al., 1991; Behrens eral., 1991). Estudios iniciales de la región promotora del gen de CD-E
humano indican que éste tiene una estructura similar: carece de caja TATA, y posee una
región rica en GC, con un sitio de unión a SPI y una caja CCAAT localizada en la misma
posición (-65). El elemento E-pal se encuentra solamente conservado en la mitad 3’ y es
capaz de unir factores nucleares (Bussemakers eral., 1994a).
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Estudios más profundos itt vitro e itt vivo sugieren que la caja CCAAT y los dos
sitios AP2 de la región rica en GC actúan estimulando la transcripción del gen de CD-E de
ratón, mientras que el elemento E-pal activaría o reprimiría la transcripción, en células
epiteliales o mesenquimales, respectivamente (Hennig e>’ al., 1995; Hennig cf al., 1996).
Asimismo, se ha propuesto la existencia de un elemento amplificador (enhancer) en el primer
intrón del gen de CO-E de ratón. Este enhancer estimula la transcripción y une facores
nucleares de forma específica solamente en células epiteliales. Tiene una estructura modular
con 3 elementos (El a Em), dos de los cuales unen AP2 (Hennig er al., 1996). Además se
ha sugerido que la transcripción específica epitelial puede estar mediada por la estructura de
la cromatina, ya que se han encontrado sitios de hipersensibilidad a DNAasaI, indicativos de
una estructura relajadade la cromatina, alrededor del gen de CO-E específicos de células que
expresan dicha molécula (Hennig eral., 1995).
Adicionalmente se han sugerido otros sitios posibles de regulación en el promotor de
CD-E de ratón, como sitios de unión al receptor de glucocorticoides y de progesterona
(Ringwald er al., 1991) o sitios de unión a LEF-l, de regulación por el complejo 3-
cateninalLEF-1 (Huber ci al., 1996b). Sin embargo, la relevancia funcional de estos sitios de
unión aún está por confirmar.
Por otro lado, también se ha propuesto que el estado de metilación endógeno
alrededor de la región 5’ del gen de CO-E puede ser un mecanismo de inactivación
transcripcional, ya que algunas líneas humanas de carcinomas de distinto origen (gástrico, de
mama, de próstata, etc) que no expresan CO-E, presentan esta región metilada de forma
endógena y el tratamiento con el agente demetilante 5-azacitidina es capaz de inducir, en
algunos casos, la expresión de CO-E (Yoshiura e>’ al., 1995; Graff er al., 1995; Ji e>’ al..
1997).
En cuanto a la regulación del gen de CD-E de pollo, L-CAM, se ha identificado el
promotor y secuencias enhancer que aportan especificidad tisular (Sorkin eral., 1993), y que
son activados por los factores homeobox HoxD9 y HNF-l (Goomer e>’ al., 1994).
Existen también estudios funcionales del promotor de CO-P (Faraldo y Cano, 1993;
Hatta y Takeichi, 1994; Faraldo e>’ al., 1997) que sugieren que puede haber mecanismos
comunes en la regulación de los dos tipos cadherinas que expresan los queratinocitos.
6.3. Regulación de la expresión epitelio-específica.
Existe una cuestión abierta sobre cuales son los mecanismos que controlan el
fenotipo epitelial y de si existe algún factor/es de transcripción “epiteliogénicos”, que
confieran o mantengan el fenotipo epitelial, de forma similar a como ocurre en el músculo
esquelético, donde los factores de transcripción miogénicos Myo-O y myf-5 mantienen todo
un programa de expresión muscular.
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En el caso del programa de diferenciación epitelial, aún no se han encontrado tales
factores, a pesar de los esfuerzos investigadores. El análisis de promotores y de zonas
reguladoras de genes con expresión restringida en sistemas epiteliales, como genes de
citoqueratinas o de papilomavinis humano (HPV) 16 y 18 ha sido de gran ayuda en la
búsqueda de factores que puedan regular la expresión epitelio-específica (Hoppe-Seyler y
Butz, 1994; Byrne, 1997). Los factores de transcripción comunes a estos promotores
tienden a ser de tipo genérico, con predominio de API, AP2 y SPl. Aunque algunos de
estos factores están enriquecidos en tejidos epiteliales, tienen patrones de expresión
adicionales en otros tipos de tejidos. Por tanto, la especificidad epitelial podría llevarse a
cabo mediante la combinación factores de transcripción no exclusivos de células epiteliales.
(Byrne, 1997; Davies y Garrod, 1997). Aún así, también se han encontrado algunos factores
de transcripción epitelio-específicos o que contribuyen a la especificidad epitelial, como
pueden ser: KRF-1 (Mack y Laimins, 1991); los factores tipo dedos de zinc basonuclina y
EZF, expresados en queratinocitos (Tseng y Green, 1994; Garrett-Sinha e>’ al., 1996); las
proteínas con dominios Pou de unión a octámeros Oct 11 (Skin la-i o Epoc-I) y Oct-6
(Andersen et al., 1993; Yukawa er al., 1993; Faus e>’ al., 1994); o el factor KSF,
recientemente identificado, exclusivo de epitelios escamosos estratificados (Nakagawa et al.,
1997), entre otros.
En el caso de la CO-E, se ha sugerido que la especifidad epitelial viene conferida en
parte por el elemento E-pal, que contiene dos cajas E (secuencia consenso CANNTG), de
unión a factores tipo hélice-lazo-hélice básico (bHLH) (Hennig ci al., 1996). Max es una
proteína de tipo bHLH que puede homodimerizar o asociarse con miembros de la familia
Myc o con las proteínas relacionadas Mad (Madí, 3 y 4) y Msxil. Tanto los complejos
Max/Myc como los complejos Max/Mad (o Max/Mxil) pueden unirse a las caja E, pero los
primeros activan la transcripción y promueven la proliferación celular, mientras que los
segundos promueven represión transcripcional (Ryan y Birnie, 1996). Se ha encontrado que
en la epidermis existe una compartimentalización de estos factores con expresión de c-Myc
en las capas basales, Mad en estratos suprabasales y Mxil en ambos (Hurlin ci al., 1995a;
Hurlin eral., 1995b; Gandarillas y Watt, 1995). Así, en las capas basales proliferantes de la
epidermis, predominarían los complejos transcripcionalmente activos c-Myc/Max, mientras
que en las capas diferenciadas predominarían los complejos Mad/Max.
AP2 es un factor de transcripción inducible por ácido retinoico que contiene un
dominio de dimerización tipo hélice-tramo-hélice (HSH) y una región básica adyacente de
unión a ONA ~Williamsy Tjian, 1991). También se ha otorgado a AP2 un papel en la
expresión específica epitelial, debido a su patrón de expresión durante el desarrollo
embrionario, principalmente en piel y en derivados de la cresta neural, y a que se han
encontrado secuencias de unión a AP2 en muchos promotores de genes expresados en la
epidermis (Leask eral., 1991; Meier e>’ al., 1995). Sin embargo, ratones mutantes nulos para
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el gen AP2 no muestran anonnalidades en la epidermis, sino que mueren principalmete por
defectos craneo-faciales (Zhang eí al., 1996; Schorle eral., 1996).
Por otro lado, también son interesantes en este sentido los miembros de la familia
Ets. La familia Ets de factores de transcripción comprende un amplio número de miembros.
todos ellos caracterizados por la presencia de un dominio de unión a DNA, el dominio Ets.
que interacciona específicamente con secuencias de DNA que contienen el trinucleótido
común GGA. Las secuencias de DNA flanqueantes a este núcleo común son variables y se
cree que ayudan a determinarel tipo de proteína Ets que se unirá (Wasylyk e>’ al., 1993). La
homología entre los distintos miembros es muy baja fuera del dominio Ets, pudiéndose
establecer grupos de factores similares dentro de la familia (Macleod ci al., 1992). La familia
Ets está implicada en la regulación de la expresión génica en numerosos y variados procesos
biológicos (desarrollo embrionario, diferenciación, angiogénesis, control del ciclo celular,
etc), y la pérdida del control normal los puede convertir en oncoproteinas. Se han encontrado
sitios de unión a factores Ets que regulan la transcripción de numerosos promotores de genes
(muchos de ellos específicos de tejidos epiteliales) y casi siempre actúan en asociación con
otros factores de transcripción, generalmente APí (Wasylyk ci al., 1990; Wasylyk ct al.,
1993; Gum ci al., 1996).
Ets- 1 fué el primer miembro de la familia identificado. Su patrón de expresión en
células mesodérmicas en el embrión de ratón y en tumores humanos, específicamente en las
zonas de transición epitelio-mesénquima sugiere un papel para. esta molécula en procesos
dinámicos de invasión y migración (Kola e>’ al., 1993; Wernert e>’ al., 1994). Recientemente
se ha detectado expresión de Ets- 1 en células epiteliales del embrión de pollo
transitoriamente, en zonas de migración (migración de las células de la cresta neural y
dispersión de las somitas en el esclerotomo mesenquimal), lo que apoya su papel en
procesos migratorios y de transicion epitelio-mesénquima (Fafeur ci aL, 1997).
ElAF es otro miembro de la familia recientemente caracterizado que puede jugar
también un papel importante en procesos invasivos, ya que activa la transcripción de varias
MMPs y su transfección induce en la línea no invasiva MCF-7 motilidad, invasididad y un
aumento en la expresión de la metaloproteasa MMP-9 (Kaya ci al., 1996).
El grupo de factores PEA 3 está formado portres miembros de la familia Ets: PEA3.
ERM y ER8l. ERM es prácticamente ubicuo en ratón y humano, mientras que los otros dos
miembros muestran un patrón más restringido de expresión (de Launoit e>’ al., 1997). En
concreto, en el ratón adulto, ER81 se expresa principalmente en cerebro y riñón (Monté cl
al., 1994); mientras que el factor PEA 3 de ratón se expresa en fibroblastos y en algunas
células epiteliales en cultivo, y en el ratón adulto la expresión está restringida a epidídimis y
cerebro (Xin eí al., 1992). Es interesante destacar que, a pesar de ser negativo en epitelio
normal de mama, PEA 3 se ha encontrado sobreexpresado en adenocarcinomas de mama
inducidos en ratones transgénicos para el oncogén neu/c-erbB-2, así como en algunas líneas
de carcinoma de mama humanas y de ratón (Trimble cf al., 1993; Baert e>’ al., 1997).
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Por último, recientemente se ha aislado y caracterizado un nuevo miembro de la
familia especifico de células epiteliales: ESE-1 (Oettgen e>’ al., 1997). ESE-l contiene el
dominio Ets de unión a DNA y además un dominio de tipo ‘gancho AlT’, encontrado en
proteínas de la familia HMG y en otros factores nucleares (Reeves y Nissen, 1990). ESE-l
es el primer factor de la familia Ets expresado exclusivamente en células epiteliales. Además
ESE- 1 se induce durante la diferenciación terminal que sufren los queratinocitos en cultivo
cuando se aumenta la concentración de calcio (Oettgen e>’ al., 1997).
Sin embargo, la realidad de no haberse encontrado hasta la fecha ningún factor
epiteliogénico claro, junto con el hecho de que las primeras células del embrión son en st
epiteliales, originando los demás tipos celulares por segregación y diferenciación a partir de
ellas, ha hecho surgir la hipótesis, mantenida por Frisch (1997) de que el estado epitelial es
el estado ‘por defecto’, y de que, por tanto, no hace falta ningún factor especifico que
mantenga este fenotipo. Sin embargo esta es una hipótesis tentadora que tendrá que ser
comprobada.
7. EL MODELO DE CARCINOGÉNESIS DE PIEL DE RATÓN.
El modelo experimetal de la carcinogénesis química de piel de ratón ha constituido un
paradigma para establecer las bases biológicas de la naturaleza multisecuencial del cáncer. Este
modelo se basa en la inducción progresiva de tumores por tratamiento de la piel de los ratones
con una dosis única de un carcinógeno químico como OMBA (iniciador) y posteriores
aplicaciones de un promotor tumoral, generalmente el éster de forbol TPA. Estos tratamientos
originan papilomas benignos que pueden progresar espontáneamente hacia carcinomas
epidermoides malignos con diferente grado de diferenciación (Yuspa, 1994). Los últimos
estadios de progresión en este sistema están representados por la aparición de carcinomas
fusiformes indiferenciados (Buchman eral., 1991). Aunque la aparición de metástasis en este
modelo es un evento raro, se ha observado su generación a partir de carcinomas epidermoides y
fusiformes (Klein-Szanto, 1991). Estudios exhaustivos de los últimos años han permitido
establecer la naturaleza de algunas de las alteraciones génicas asociadas a estadios de progresión
definidos en este sistema, como la activación de Ha-ras en la iniciación y la inactivación de p53
en la transición de papilomas a carcinomas, incremento en las dosis de Ha-ras oncogénico y
adquisición de trisomías en los cromosomas 6 y 7 durante la progresión tumoral (Fig.4)
(revisado en Portella e>’ al., 1994). La participación de Ha-ras en el proceso de iniciación se
puso de manifiesto porque el carcinógeno químico iniciador puede sustituirse por la aplicación
de HaMSV (virus del sarcoma murino de Ha-ras) (Brown e>’ al., 1986). La posibilidad de
obtener lineas celulares a partir de los tumores inducidos por este sistema facilita el estudio de
los mecanismos implicados en la carcinogénesis de piel. Asimismo, cultivos primarios de




Epidermis ..~ F~~Z~1 .+ F71 Carcinoma Carcinoma
normal r iniciadas [~om~j epidermoide fusiforme
E-ras mut H-ras mut Amplificación Amplilicación
E-ras mut E-ras mut
Trisomía 6 y 7 Trisomía 6 y 7 Trisornía 6 y 7
~53mut ~53mut
LOE LOH cromosomas
cromosoma II ll,4,óy 7
CD-E ++
CD-P + + ++
Fig. 4. Estadios de progresión en el modelo de la carcinogénesis química de piel de
ratón. Se indican las principales alteraciones génicas y la expresión de cadherinas. LOE, pérdida cl?
heterozigosidad.
carcinógenos químicos o por transfección con Ha-ras. De esta forma pueden obtenerse líneas
celulares en cultivo representativas de distintos estadios de la progresión tumoral.
El estudio previo de la expresión de cadherinas en la piel normal y en carcinomas
mostró que en la epidermis normal se expresan tanto CO-E como CO-P (Fig. 4); la
expresión de CO-E disminuye durante la progresión a carcinoma epidermoide; y la expresión
de ambas moléculas desaparece en el último estadio de la progresión, carcinoma fusiforme
(Navarro eral., 1991; Ruggeri eral., 1992; Cano eral., 1996). Asimismo, estudios de otros
marcadores de diferenciación de epidermis pusieron de manifiesto la expresión aberrante de
la integrina cx6j34 (Gómez a’ al., 1992; Tennenbaum ci’ al., 1993) y de la queratina K13
(Giménez-Conti er al., 1990) en estadios tempranos de progresión; y de la queratina K8 en
estadios posteriores (Larcher er al., 1992; Caulín er al., 1993). La mayoría de los
marcadores epiteliales analizados (incluyendo cadherinas, integrina «634, queratinas y
plakoglobina) se pierden en los carcinomas fusiformes y lineas derivadas (Navarro e>’ al.,
1991; Gómez er al., 1992; Díaz-Guerra e>’ al., 1992; Navarro e>’ al., 1993; Stoler cf al.,
1993), mientras que se adquieren marcadores típicos de células mesenquimales como
fibronectina y su receptor «5131 (Gómez ci al., 1994; Gómez e>’ al., 1995). Por tanto, la
transición fenotípica epitelio-fibroblasto que ocurre en los últimos estadios de progresión de
la carcinogénesis de piel de ratón es similar en muchos aspectos a las transtcíones epitelio-




Por otro lado, estudios previos en este modelo muestran una correlación inversa
entre la expresión de CO-E y el grado de tumorogenicidad, así como con la capacidad
invasiva itt viri-o de las células (Navarro ci’ al., 1991; Ruggeri ci’ al., 1992; Caulín ¿u al.,
1996). El importante papel de la CO-E en la progresión tumoral se puso de manifiesto
mediante estudios de transfección del cONA de CO-E en la línea derivada de carcinoma
epidermoide HaCa4, que no expresaba CO-E. Esta transfección revirtió parcialmente la
tumorogenicidad y originó un fenotipo más diferenciado (Navarro e>’ al., 1991). Sin
embargo, todas las líneas originadas, que expresaban CO-E, permanecieron metastásicas, al
igual que la línea parental, con la excepción de la línea E24, que se volvió no metastásica.
Esta línea, además de reexpresar CO-E, había disminuido de forma considerable los niveles
de Ha-ras viral y de la proteína p2l ras (Caulin e>’ al., 1996). Queda abierta la cuestión de si
en este sistema niveles reducidos de Ha-ras son suficientes para evitar el fenotipo




Los estudios previos sobre la expresión de cadherinas en el modelo de carcinogénesis
de piel de ratón habían puesto de manifiesto la importancia de la molécula de adhesión celular
cadherina E en la carcinogénesis, existiendo pérdida de la expresión de dicha molécula
durante la progresión tumoral. Sin embargo no estaba claro el papel específico que podía
desempeñar en el comportamiento metastásico. Por otra parte, se desconocían cuales son los
mecanismos que controlaban la pérdida de expresión de cadherina E durante la progresión
maligna.
Por lo tanto, nos planteamos los siguientes objetivos al inicio de la realización de esta
Tesis:
1. Estudio de la influencia de la cadherina E en el fenotipo invasivo y metastásico en la
carcinogénesis de piel de ratón.
2. Análisis de la regulación génica de cadherina E durante la progresión tumoral.




1. REACTIVOS QUÍMICOS Y BIOQUÍMICOS.
Los productos químicos y bioquímicos fueron adquiridos de las casas comerciales
Amersham, BAbCO, Bio 101 Inc., Bio-Rad, Boehringer Mannheim, Carlo Erba, Du Pont.
Gibco BRL, Invitrogene, Jackson, L.K.B., Merck, Millipore, Nucleopore, Pharmacia,
Probus, Promega Corporation, Quiagen, Santa Cruz Biotechnology y Sigma Chemical Co.
Cuando se considera oportuno se indica en la descripción la casa comercial. Todos los
reactivos utilizados en la experimentación fueron de grado analítico o de grado apto para
biología molecular y cultivo celular.
2. TAMPONES Y SOLUCIONES.
La composición de la mayoría de los tampones y soluciones empleados en los
distintos experimentos se especifica en la descripción de métodos o en las citas
correspondientes. La composición de algunas de las soluciones más comunes, no
especificada más adelante, se describe a continuación.
- Solución de Denhardt (lx): 0.2 gIl BSA (fracción V, Sigma), 0.2 gIl Ficoll-400
(Pharmacia), 0.2 gIl polivinil-pirrolidona.
- HBS 2x: 280 mM NaCí, 1.5 mlvi Na2HPO4, 50 mM Hepes pH 7.12.
- HMF-Ca
2~: 150 mlvi NaCí, 10 mlvi CaCI
2, 10 mM Hepes pH 7.4.
- Tampón de carga Laemmli: 62.5 mM Tris-HCl pH 6.8, 5% 13-mercaptoetanol, 2% SDS.
10% glicerol, 0.005% azul de bromofenol.
- NET: 150 mM NaCí, SmM EOTA, 5OmM Tris-HCí pH 7.4, 0.05% NP-40, 0.25%
gelatina.
- PBS:136 mM NaCí, 2 mM KCI, 8 mM Na2HPO4, 2 mM KH2PO4 pH 7.4.
- TBE (lx): 90 mM Tris-borato, 2mM EOTA pH 8.0.
- TBS: 130 mM NaCí, 20 mlvi Tris-HCI pH 7.6.
- Tris-glicina (lx): 192 mM glicina, 25 mM Tris-HCI pH 8.7.
- T-TBS: 0.05% Tween-20 en TBS.
- SSC (lx): 150 mM NaCí, 15 mM citrato sódico.
3. MEDIOS EMPLEADOS EN CULTIVO DE CÉLULAS.
- Medio de cultivo OMEM - Gibco BRL.





Las líneas celulares utilizadas, a excepción de la línea fibroblástica NIH3T3, son
queratinocitos de ratón obtenidos por diferentes abordajes (Fig. 5) y con distinto grado de
tumorogenicidad (Tabla II). MCA3D es una línea no tumorogénica; POV y E24 presentan
tumorogenicidad intermedia; y el resto son altamente tumorogénicas. La mayoría de las
células presentan una morfología epitelial o epiteloide, excepto CarB y MSCI lAS que
exhiben un fenotipo fibroblastoide. El origen y propiedades de todas estas lineas han sido
descritos previamente (Navarro ci al., 1991; Caulin ei’ al., 1996; Diaz-Guerra e>’ al., 1992;
Burns er al., 1991; Stoler er al., 1993) y aparece esquematizado en la Figura 5 y en la
Tabla II.
Tabla II. Características morfológicas, tumorógénicas y expresión de cadherinas de las
líneas celulares empleadas en esta tesis.
Línea Morfología Thmoroge- CD-E~2> CD-P<2>
celular nicidad~1~
MCA3D Epitelial ++
PDV Epitelial + +
HaCa4 Epiteloide ++ - ++
Neo3 Epiteloide ++
ESS Epiteloide ++ - ++




(U La capacidad tumorogénica se determinó por inyección en ratones nu/nu, teniendo en cuenta el número dc
tumores originados y el período de latencia.
(2) Los niveles relativos de CD-E y de CD-P se estimaron a partir de datos de Northern-blot y de inmunoblol.

























































































































5. ANIMALES DE EXPERIMENTACIÓN.
Para los ensayos de tumorogenicidad se utilizaron ratones atirtácos nu/nu de la cepa
Swiss (suministrados por ]IFA.Credo, Barcelona) entre 8 y 10 semanas de edad. Para los
experimentos de inducción de metástasis espontánea se utilizaron ratones atímicos
BALB/c de 8 semanas de edad (suministrados por el Area de Producción Animal del
CRIFFA Inc., Lyon, Francia) y los experimentos se realizaron en el Departamento de
Invasión y Metástasis del 1RO (Barcelona). Los animales se mantuvieron en condiciones
de esterilidad.
6. ANTICUERPOS Y REACTIVOS INMUNOLOGICOS.
6.1. Anticuerpos primarios:
- ECCD-2: anticuerpo monoclonal de rata anti-cadherina E de ratón, cedido por el Dr. M.
Takeichi (Universidad de Kyoto, Japón). La dilución a la que se emplea este anticuerpo
varía entre 1:100 y 1:250.
- PCD-1: anticuerpo monoclonal de rata anti-cadherina P de ratón, cedido asimismo por el
Dr. M. Takeichi. La dilución empleada osciló entre 1:10 y 1:20.
- Antí-involucrina: antisuero policlonal de conejo anti-involucrina suministrado por
BAbCO. La dilución empleada fue 1:100.
- Ets-1/Ets-2 (C-275): anticuerpo policlonal de conejo anti-Ets-1 purificado por afinidad.
Presenta alta reactividad cruzada con otros miembros de la familia Ets. Suministrado por
Santa Cruz Biotechnology.
- AP2 (C-18) X: anticuerpo policlonal de conejo anti-AP2 purificado por afinidad.
Suministrado por Santa Cruz Biotechnology. Concentrado para ensayos de super-retardo
en gel.
- SP1 (PEP 2): IgG policlonal de conejo anti-SPl. Suministrado por Santa Cruz
Biotechnology. Concentrado para ensayos de super-retardo en gel.
6.2. Anticuerpos secundarios:
- Antisuero de cabra anti-IgG de rata conjugado a rodamina (Jackson) para los ensayos de
inmunofluorescencia.
- Antisuero de oveja anti-Ig de rata y antisuero de burro anti-Ig de conejo conjugados a
peroxidasa (Amersham) para ensayos de inmunoblot.
- Antisuero de cabra anti-IgG de conejo conjugado a fosfatasa alcalina (Sigma) para
inmunoblot.




7. SONDAS EMPLEADAS EN EXPERIMENTOS DE NORTHERN-BLOT.
- CD-E: fragmento de 0.9 Kb obtenido por digestión del plásmido pBATEM-2 (ver más
adelante, Aptdo. 8) con la enzima de restricción BamHI. Contiene las secuencias
codificantes de los nucleótidos 993 a 1920 del cONA de CO-E de ratón.
- CD-P: fragmento correspondiente a las secuencias codificantes de los nucleótidos 1281 a
2469, así como secuencias no codificantes del cDNA de CO-P de ratón. Obtenido por
digestión del plásmido p~3act-Pcad (ver Aptdo. 8) con Hindíl-EcoRí.
- Ha-ras: se empleó el plásmido B59 (Ellis ei’ al., 1980) que detecta Ha-ras viral y celular
de ratón.
- MMP-9: obtenida a partir del plásmido pGEL 25K(-) (Tanaka, H. ci’ al., 1993) que
contiene el cDNA de la gelatinasa de ratón de 105 KDa (MMP-9). Se empleó un
fragmento de 3.2 Kb obtenido por digestión con NotIIEcoRI.
-MMP-3: obtenida por RT-PCR a partir de mRNA de células NIH3T3 según la secuencia
del cONA de transina-1 de ratón (Ostrowski er al., 1988). Comprende los nucleótidos
comprendidos entre las posiciones 896 y 1238.
- TIMP-1: generada por RT-PCR a partir de mRNA de células NIH3T3. Contiene
secuencias comprendidas entre las posiciones 236 y 455 de TIMP-l de ratón (Edwards cf
al., 1986).
- ¡3-actina: sonda de 500 bp del cONA de j3-actina de ratón.
- GADPH: sonda de 983 bp del cONA de GADPH de ratón, obtenida por RT-PCR según
se describe en Wilson ci’ al. (1995).
8. PLÁSMIDOS.
8.1. Plásmidos empleados en la obtención de transfectantes estables.
- pBATEM-2 (Nose ci’ al., 1988): contiene el cDNA de CO-E de ratón bajo el control del
promotor de 13-actina.
- p13ac-Pcad (Nose ci’ al., 1988): plásmido de expresión con el cONA de CO-P de ratón
bajo el control del promotor de 13-actina. Los plásmidos pBATEM-2 y p13ac-Pcad fueron
cedidos amablemente por el Dr. M Takeichi.
- pgac-dacE: contiene secuencias del cONA de CD-E de ratón (posiciones 640 a 3170) en
posición antisentido respecto al promotor de 13-actina. Su generación se describe en
Resultados (Aptdo 1.1).
- pRSpacAP (Luna ci’ aL, 1988): vector de expresión del gen PAC (puromicina N-acetil
transferasa) que confiere resistencia al antibiótico puromicina. Este plásmido fue cedido
por el Dr. J. Ortín (CNB, Madrid).
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8.2. Plásmidos empleados en los experimentos de transfecc¡ón transitoria.
8.2.1. Plásmidos testigo de actividad promotora de CD-E.
Los plásmidos -1.4, -0.8, -178, -94, -78, -58y -21 de CO-E (Behrens e>’ al., 1991;
Hennig ci’ al., 1996) contienen secuencias de la región promotora del gen de CO-E de
ratón. El extremo 3’ es común en todas ellas, y corresponde con la posición +92 del gen de
CO-E de ratón, tomando como +1 el sitio de inicio de la transcripción. La posición del
extremo 5 corresponde con el nombre del plásmido (expresado en pb, excepto los
plásmidos -1.4 y -0.8 en Kb). Estos fragmentos están donados en el vector pCAT-Basic
(Promega) justo delante del gen de expresión de la enzima cloranfenicol acetil transferasa
(CAT).
Los plásmidos mE-pal, AE-pal, mut GCl y mut GC2 se derivaron a partir del
plásmido -178. En el plásmido m-Epal (Hennig eral., 1996) los dos nucleótidos centrales
OC de la secuencia palindrómica E-pal del promotor de CO-E se sustituyeron por TT. En
los plásmidos mut GC1 y mut GC2 (Hennig er al., 1995), la secuencia rica en OC
(posiciones -32 a -58) del promotor de CD-E:
-58 GCGGCGCCGGGGGCGGTGCCTGCGGGC -32
se sustituyó por las secuencias mutadas:
mut GC 1 GCGGCGCCGTTTTCGGTGCCTGCGGGC
mut GC2 GCGGCGCCGGGGGCGACTTCTGCGGGC
El plásmido AE-pal se construyó eliminando la secuencia -103 a -79 del promotor de CD-
E por digestión del plásmido -178 con PstI, romando los extremos con T4 DNA polimerasa
y religando.
Todos estos plásmidos fueron cedidos amablemente por el Dr. J. Behrens (Centro
Max-Delbrtick de Medicina Molecular, Berlín).
El plásmido m-Ets también tiene como base el plásmido -178 y contiene una doble
mutación en las posiciones -93/-94, en las que los nucleótidos CC del potencial sitio de
unión a c-Etsl se sustituyeron por los nucleótidos AA. Este plásmido se generó en el
laboratorio mediante mutagénesis dirigida por PCR (Innis ci’ al., 1990). En la figura 6 se
muestra un esquema de la estrategia seguida para la generación de este mutante: El
plásmido -178 se utilizó como DNA molde en las reacciones de PCR 1 y 2. La PCR 1 se
realizó con los oligonucícótidos rey y mEts-2 (ver Aptdo. 9.1) como cebadores, y la PCR-2
con los oligonucelótidos mEts-3 y mEts-4. Las condiciones de PCR fueron 30x (940C
130”, 450C 3’, 720C 3’). Los fragmentos generados en ambas reacciones de PCR se
purificaron en gel de agarosa y se emplearon como DNA molde para la PCR 3, que se
realizó en las mismas condiciones y empleando como cebadores los oligonucleótidos rey y
mEts-4. El fragmento generado se purificó en gel de agarosa. Este fragmento se sustituyó
por el endógeno del plásmido -178 tras digestión con los enzimas HindIlI y Notí y
posterior ligación. Se comprobó la correcta secuencia del plásmido m-Ets por digestión





















Figura 6. Diseño experimental para la construcción del plasmido m-Ets mediante mutagénesis
por PCR. El plásmido -178 se empleó como molde para las reacciones de PCR 1 y 2 con los
oligonucleótidos cebadores que se indican. Los cebadores mEts2/mEts3 portan la mutación a
introducir en el sitio consenso Ets (A). Los productos de las reacciones A y B sirvieron como molde
para la PCR 3 con los cebadores indicadosEI producto generado, que porta la mutación, se digirió









8.2.2. Plásmidos testigo de actividad promotora de CD-P.
Los plásmidos -200P y -75P de CD-P (Faraldo ci’ al., 1997) contienen las
secuencias del promotor de CD-P de ratón comprendidas entre los nucleótidos -2001+47 y -
751+47, respecto del sitio de inicio de la transcripción. Estas secuencias se insertaron en
posición 3’ del gen de la luciferasa en el vector pXPl (Nordeen, 1988).
La construcción híbrida GC-E/-75P se generó insertando el oligonucleótido GC-E
del promotor de CO-E (posición -6d/-23, ver Oligonucleótidos) en el sitio BamHl del
plásmido -75P, en posición 5’ del promotor de CD-P. La construcción híbrida E-pal/-200P
se generó insertando un oligonucleótido conteniendo la secuencia E-pal del promotor de
CO-E (posición -921-69, ver Oligonucleótidos) en el sitio XhoI del plásmido -200P, en
posición 5’ del promotor de CO-P (Faraldo ci al., 1997).
8.2.3. Plásmidos control en los experimentos de actividad promotora de CD-E y de
CD-P.
- pCAT-Control Vector (Promega): vector de expresión de CAT bajo el control del
promotor de 5V40. Se empleó para normalizar los niveles de actividad CAT dirigidos por
las construcciones del promotor de CO-E entre las distintas lineas celulares.
- CMV-luc: vector de expresión de la enzima luciferasa de luciérnaga bajo el control del
promotor de citomegalovirus (CMV), donado por la Dra. P. Santisteban (lIB, Madrid). Se
utilizó para medir la eficiencia de transfección y para normalizar la actividad del promotor
de CD-P entre las diferentes lineas celulares.
- RSV-¡3gal (Promega). Vector de expresión de la enzima 13galactosidasa bajo el control
del promotor de RSV. Se empleó para medir la eficiencia de transfección.
8.2.4. Vectores de expresión empleados en los experimentos de cotransfección.
- pSGS-ERM (Monté ci’ al., 1994): vector de expresión de ERM bajo el control del
promotor de 5V40, donado en el vector pSG5. El vector vacio pSG5 (Pharmacia) contiene
el promotor temprano de 5V40 unido a secuencias no codificantes y se empleó como
control en los ensayos de cotransfección con pSG5-ERM.
- AP2-ATA (Hennig ci al., 1996): vector de expresión del factor AP2 (Willians, y Tjian,
1991) con el dominio de transactivación deleccionado, bajo el control del promotor de
RSV. Como control para normalizar las cantidades de DNA transfectadas se empleó el
vector vacio RSV-O, que contiene el promotor RSV unido a secuencias no codificantes.
- Los vectores de expresión de Max y c-Myc humano pMTmax y pHEBoMTmyc2,3
(Grignani e>’ al., 1990), respectivamente, contienen el cONA de dichos factores bajo el
control del promotor de metalotioneina 1 de ratón, en el vector vacio pHEBoMT. Estos




- Los vectores de expresión de Slug y Snail de poíío CMV-sna y CMV-slug,
respectivamente, contienen los cONA de dichos factores bajo el control del promotor de
CMV. Los cONAs de snail y slug, donados en el vector pBS-SK (cedidos por A. Nieto,
Instituto Cajal, Madrid) se aislaron por digestión con HindIII/XbaI y Apal/Notí,
respectivamente y se insertaron en el vector vacio pcDNA3 (Invitrogene). El vector
pcDNA3 se empleó como control, y para igualar las cantidades de DNA a transfectar, en
Y
los experimentos de cotrasfección.
9. OLIGONUCLEÓTIDOS.
9.1. Oligonucleótidos empleados en la generación del plásmido m-Ets.
Para la construcción del plásmido m-Ets se emplearon los siguientes
oligonucleótidos en las reacciones de PCR. Los oligonucleótidos mEts-2 y mEts-3
corresponden a la cadena no codificante y codificante, respectivamente, de las posiciones -
111/-82 del promotor de CO-E conteniendo una doble mutación en el sitio consenso Ets.
Los oligonucleótidos rey y mEts-4 son oligonucleótidos, de la cadena codificante y no
codificante respectivamente, situados en los extremos de la zona a amplificar por PCR; rey






9.2. Oligonucleótidos y fragmentos de DNA empleados en experimentos de
retardo en gel.
Los oligonucleótidos o fragmentos de DNA empleados en los experimentos de
retardo en gel y de competición se describen a continuación. Todos los oligonucleótidos
están escritos en dirección 5-3’. Para realizar los ensayos cada oligonucleótido descrito se
hibridó con su complementario, antes de la reacción de marcaje. Para los oligonucleótidos
y fragmentos de los genes de CO-E y de CO-P, se indica la posición inicial y final de la
secuencia, tomando como +1 el sitio de inicio de la transcripción. Los oligonucícótidos
PEA y mPEA contenían adaptadores HindIll y BamHI en los extermos 5’ y 3’.
respectivamente (no mostrado en la secuencia). El resto de oligonucelótidos, salvo ECE y







































(Chodosh e>’ al., 1988)
(Ryden y Beemon, 1989)
(Courtois eraL, 1990)
(Kadonaga e>’ aL, 1987)
(Imagawa e>’ aL, 1987)
(Wasylyk eral., 1990)
mutación del sitio PEA3
Fragmentos de CD-E:
Los fragmentos A, B, C y O de la región 5 del gen de CD-E se obtuvieron por
digestión del plásmido -178 o-58 y purificación del fragmento deseado en gel de agarosa o
acrilamida. Se indican a continuación las enzimas empleadas y las posiciones
correspondientes del promotor de CO-E.
- Fragmento A: digestión con XbaI del plásmido -178, abarca las posiciones -l78/+92.

























- Fragmento C: digestión con ApaIINotI del plásmido -178, abarca las posiciones -1091-24.
- Fragmento D: digestión con XbaI del plásmido -58, abarca las posiciones -581+92.
9.3. Oligonucleótidos empleados en los experimentos de footprinting lfl VIVO.
A continuación se describen los oligonucleótidos empleados en los experimentos
de footprinting itt vivo, escritos en dirección 5-3’. Para amplificar y marcar la cadena
codificante del promotor de CD-E se emplearon los oligonucleótidos UI, U2 y U3
(Hennig, G. ci’ al., 1995), y para la cadena no codificante se emplearon los
oligonucelótidos Li, L2 y L3. Los oligonucleótidos “largo” y “corto” (Mueller y Wold,
1989) se hibridaron para generar el adaptador, de cadena doble.
Ul 5’-ACG CCG AGC AAA
U2 5’-GGG CAG GAG TCT
U3 5’-AAG TTC TTG GGA
Lí 5’-AAG TCC TTT GTA
L2 5’-ACT CCA TGT CTC




AGC AGA AGT TCT T-3’
ACT CAG TAG TGC GCC G-3’
ACT CCA TGT-3’
CGT GGG TCA GA-3’
GGG TCA GAG CAC AGC TAG GCT-3’
5’ HO-GCG GTG ACC CGG GAG ATC TGA ATT C-OH












Todas las lineas celulares se crecieron en medio Ham’s F12, salvo las líneas NIH3T3
y MSCL lAS que se crecieron en medio OMEM. Los medios de cultivo se suplementaron con
2mM glutamina y 10% suero fetal bovino. Asimismo, se adicionó a los medios de cultivo
ampicilina (100 gg/mi), gentamicina (32 j.tg/ml) y anfotericina B (2.5 gg/ml).
Todas las células se crecieron en un incubador a 370C en atmósfera húmeda con 5%
C02.
2. OBTENCIÓN DE TRANSFECTANTES ESTABLES.
La línea celular E24, que expresa el gen endógeno de CO-E, se transfectó con el
vector de expresión antisentido de CO-E pj3act-dacE por el método del fosfato cálcico para
células adherentes (Sambrook eral., 1989).
Se crecieron las células a subconfluencia en placas de 6 cm de diámetro y se sustituyó
el medio de crecimiento por medio DMEM-10% suero 4 h antes de la transfección. Las
células se transfectaron con 5 gg del plásmido p~3act-dacE, 0.5 gg del vector de resistencia a
puromicina pBSpacAP y 10 gg de timo de ternera como “carrier”. Asimismo, se realizó en
paralelo una transfección control sobre E24, en idénticas condiciones pero sólo con el vector
de resistencia al antibiótico. El DNA a transfectar se precipitó en solución HBS lx, l25 mM
CaCI
2. Una vez formado el precipitado, se agregó a las placas de cultivo y se mantuvo
durante 18 h, tras las cuales se lavó el medio con el DNA y se sustituyó por medio de
crecimiento Ham’s F12 10% suero. Las células se dejaron crecer durante 24 h hasta llegar a
confluencia, tras lo cual se inició la selección de los transfectantes estables con el antibiótico
puromicina (1.5 ~tg/mi) hasta la obtención de clones aislados de células resistentes. Las
colonias resistentes se subclonaron y se analizó la expresión de CD-E por
inmunofluorescencia e inmunoblot. Los diferentes clones se crecieron en presencia del
antibiótico de selección durante al menos 10 pases.
3. MÉTODOS INMUNOLÓGICOS.
3.1. Inmunofluorescencia.
Las células se crecieron en cubreobjetos de cristal de 10 mm de diámetro hasta
alcanzar la confluencia. Se lavaron 2 veces en HMF-Ca
2~ y se fijaron y permeabilizaron con
metanol frío (-200C) durante 4 minutos. Los cristales se lavaron con PES y se incubaron con
los anticuerpos primarios 1 h en cámara húmeda a 370C a la dilución correspondiente
conteniendo 0.1% BSA. La incubación con los anticuerpos secundarios se realizó durante 45
minutos a 370C en cámara húmeda, también con 0.1% BSA. Tras las incubaciones con cada
uno de los anticuerpos, los cristales se lavaron con PBS 4 veces durante 10 minutos a
44
Métodos
temperatura ambiente y en agitación. Finalmente se lavaron con aguadestilada y se montaron
sobre portaobjetos con mowiol (Harlow y Lane, 1988). Las preparaciones se observaron en
un fotomicroscopio Axiophot (Zeiss) equipado con epifluorescencia.
3.2. Obtención de extractos celulares para inmunoblot.
a) Extractos para inmunodetección de CD-E, CO-P e involucrina.
Las células se crecieron en placas de 10 cm de diámetro a confluencia y se lavaron 2
veces con HMF-Ca2~. Se añadió 1 mide tampón de lisis (50 mlvi Tris-HCI pH 7.4, 100 mM
NaCí, 5 mM MgCI
2, 5 mM CaCl2, 1% NP-40, 1% Tritón X-100) con inhibidores de
proteasas (2 mM PMSF y 20 ~xg/mlde aprotinina) y se extrajeron las proteínas durante 20-25
minutos a 4
0C. Se rasparon las células, se recogieron y se centrifugaron en frío durante 15
minutos a 13.000 rpm. El sobrenadante se procesó inmediatamente o bien se guardó a -700C.
b) Extractos para inmunodetección de Ets.
Las células se crecieron de igual forma, se lavaron con PBS y se les añadió 1 mi de
solución RIPA fría (1% NP4O, 0.1% SOS, 0.5% Na-deoxicolato en PBS) conteniendo
inhibidores de proteasas (lmM PMSF y 60 gg/mi de aprotinina) e inhibidores de fosfatasas
(lm!vI Na-ortovanadato). Las células se recogieron, se pasaron por agujas 2OGx 1 in, y se
incubaron en hielo durante 45 minutos. Posteriormente se centrifugaron en frío para eliminar
los restos celulares y el sobrenadante se procesó inmediatamente o se guardó a -700C.
3.3. Electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS e inmunoblol.
Muestras con idéntica cantidad de proteína (35 gg, excepto en el caso de extractos
para detección de Ets, que fué 10 ¡.tg) se separaron electroforéticamente en geles de
poliacrilamida-SDS al 10% (detección de Ets) o al 7.5% (resto de anticuerpos), tal como
describió Laemmli (1970). Las proteínas contenidas en los geles de poliacrilamida se
transfirieron electroforéticainente a membranas de Inmobilon-P (Millipore) a 3 ntá/cm2
durante 45 minutos en aparato de transferencia semiseco en Tris-glicina lx, 20% metanol.
Las membranas se tiñeron con 0.1% Rojo Ponceau en 1% acido acético para comprobar la
eficiencia de la transferencia y se destiñeron con 1% ácido acético.
Posteriormente las membranas se incubaron con solución de bloqueo durante 1 h a
temperatura ambiente o 16 h a 4 0C, se incubaron con los anticuerpos primarios durante 1 h a
temperatura ambiente o 16 h a 40C, se lavaron con solución de lavado 4 veces durante 15
minutos, se incubaron con los anticuerpos secundarios correspondientes, se volvieron a
lavar, y se revelaron.
En el caso de detección de CO-E y de CD-P el bloqueo se hizo en 2% ovoalbúminaen
NET y los lavados e incubaciones en NET. El anticuerpo secundario anti-rata empleado para
detección de CO-E estaba acoplado a la enzima peroxidasa y el revelado se ¡ealizó por
luminiscencia con el reactivo ECL (Amersham). En el caso de CDI’ se empleó ‘251-anti-lg dc
rata y se detectó por exposición a película autorradiográfica.
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La solución de bloqueo para detección de involucrina fué 2% leche desnatada (Central
Lechera Asturiana) en T-TBS y los lavados e incubaciones se realizaron en T-TBS. El
anticuerpo secundario anti-conejo estaba acoplado a fosfatasa alcalina y el revelado se realizó
con los reactivos BCIP y NBT.
Para inmunodetección de Ets se empleó como solución de bloqueo 5% leche
desnatada en T-TBS. Las incubaciones se realizaron en T-TBS, 0.4% BSA y los lavados en
T-TBS. El anticuerpo secundario anti-conejo estaba acoplado a peroxidasa. El revelado se
realizó por luminiscencia con el reactivo ECL (Amersham).
4. ENSAYOS DE MIGRACIÓN IN VITRO EN GELES DE COLÁGENO.
La capacidad migratoriá de las células a través de geles de colágeno se midió
utilizando la cámara Boyden de dos compartimentos modificada. Se recubrieron filtros de
policarbonato de 8 gm de diámetro de poro (Nucleopore) con 5 gg por filtro de colágeno tipo
IV durante 16 h y se colocaron en la cámara modificada de Boyden. Se rellenó el
compartimento inferior con medio condicionado de fibroblastos NIH3T3 (que actúa como
quimioatrayente) o con 0.1% BSA como control negativo. El medio condicionado se obtuvo
por incubación de cultivos semiconfluentes de NIH3T3 con medio sin suero durante 48 h.
Posteriormente se sembraron 2x106 células resuspendidas en medio completo con 0.1% BSA
en el compartimento superior de la cámara, sobre el filtro recubierto de colágeno. Las
cámaras se colocaron en un incubadora 370C, 5% COZ, durante 6 h. Finalmente las células
del compartimento inferior, y las células adheridas a la parte inferior de los filtros se
recogieron y contaron. Los ensayos se efectuaron con las células creciendo a alta densidad.
Todas las medidas se hicieron por triplicado.
5. ENSAYOS DEL COMPORTAMIENTO IN VIVO DE LOS CLONES
TRANSFECTANTES.
5.1. Ensayos de tumorogenicidad.
Para los ensayos de tumorogenicidad de las distintas lineas celulares éstas se
inyectaron subeutáneamente en ratones inmunodeprimidos (nu/nu) entre 8 y 10 semanas de
edad. Las células se tripsinizaron, se lavaron con PBS y se resuspendieron en PES a una
densidad de í0~ células/ml. Se inyectaron 106 células en cada costado del ratón.
Tras la inyección se observaron los ratones hasta detectar la aparición de tumores,
considerándose como tiempo de latencia el tiempo que tardó en desarrollar un tumor
detectable de 0.5 cm3 de volumen. Cuando los tumores alcanzaron un tamaño entre 1.5 y 2




5.2. Ensayos de metástasis espontánea.
Las células en cultivo se tripsinizaron con 0.25% tripsina, 0.02% EDTA, se lavaron
con medio de cultivo y se resuspendieron en HBSS (Gibco BRL) a una concentración de
5x106 células/ml. Se inocularon intradérmicamente 0.2 ml de esta suspensión en un costado
del ratón. Cuando el tamaño de los tumores generados alcanzó 1.2 cm de diámetro, los
ratones se anestesiaron, se extirparon los tumores y se cerraron las incisiones con puntos.
Los ratones se sacrificaron y examinaron cuando estaban moribundos o hasta 60 días
después de extirpar el tumor primario. Se investigó la existencia de tumores en todos los
órganos viscerales, siguiendo criterios morfológicos e histológicos. Los pulmones se
extirparon, se fijaron y se examinó la presencia de metástasis.
6. DETECCIÓN DE PROTEASAS POR ZIMOGRAFÍA.
6.1. Detección de la actividad del activador del plasminógeno tipo
uroquinasa (uPA).
- Obtención de células y medio condicionado.
Se crecieron las células hasta un 90% de confluencia, se lavaron con PBS y se
sustituyó el medio normal de crecimiento por medio sin suero. Se condicionó este medio
durante 24 h, tras las cuales se recogió el medio condicionado y las células, raspándolas en
PBS. La concentración de proteína se cuantificó utilizando el reactivo de Bradford (Bio-
Rad).
- Detección de uPA por difusión reversa.
Las muestras (medio condicionado o extracto total) se resuspendieron en solución
Laemmli de carga sin 13-mercaptoetanol y se sometieron a electroforesis en geles de 10%
poliacrilamida-SDS. El SOS se eliminó por lavados (2 x 30 minutos) en 1.5% Triton X- 100.
Tras lavar con agua destilada se superpuso el gel sobre otro gel de agarosa al 1% conteniendo
0.5% caseína, 2 gg/ml plasminógeno, 20 mM CaCI
2, o bien, como control, el mismo gel sin
plasminógeno.
Los geles se incubaron a 37
0C en atmósfera húmeda hasta la visualización de bandas
transparentes de degradación de la caseína por el plasminógeno activado por el uPA. La
reacción se paró con 5% CuCl
2.
6.2. Detección de actividad gelatinolítica.
- Obtención de medio condicionado.
Las células crecidas a 90% de densidad se incubaron con medio sin suero durante 24
h. Este medio condicionado se centrifugó para eliminar sedimentos (3500 g, 15 minutos a
4
0C) y se concentró en microconcentradores Centricon-30. La concentración de proteína se
midió por por BCA (Bio-Rad).
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- Zimografía para detección de la actividad gelatinolítica del medio
condicionado.
La detección de actividad gelatinasa en el medio condicionado de los cultivos se
realizó siguiendo el protocolo descrito por Welch ci’ al. (1990). El medio condicionado de
cada línea correspondiente a 12 ¡1g de proteína se sometió a electroforesis en geles de
poliacrilamida-SOS embebidos en gelatina. Posteriormente se eliminó el SOS del gel
mediante lavados en 2.5% Tritón XLOO, 5OnxM Tris-HCI pH 7.5. Los geles se incubaron
durante 48 ha 370C en 0.15M NaCí, 10mM CaCl2, 50 mM Tris-HCI pH 7.5, NaN3 0.05%.
Se tiñó el gel con azul de Coomassie durante 3 h y se destiñó con 10% ácido acético,l0%
isopropanol. La actividad gelatinasa se detectó como bandas transparentes sobre el fondo
azul del gel.
7. ANÁLISIS DE RNA POR TRANSFERENCIA A MEMBRANA
(NORTHERN-BLOT).
7.1. Obtención de RNA.
Para analizar los niveles de RNA mensajero de CO-E y de CD-P se aisló RNA total
de las distintas líneas celulares por el método del tiocianato de guanidina (Chomczynski y
Sacchi, 1987)
Para analizar la expresión de las diferentes metaloproteinasas se aisló mRNA poli~A±.
empleando el kit de aislamiento de mRNA “Ribosept” (Collaborative Biomedical Products).
7.2. Purificación y marcaje de sondas.
Cada uno de las sondas obtenidas por digestión de plásmidos se purificó por el
sistema “GeneClean” (Bio 101 Inc.) o columnas “Quialdt” (Quiagen) a partir de geles de
agarosa.
El marcaje con ~2P-czdCTP(Amersham) de las distintas sondas se realizó por el
método del cebado de los oligonucleótidos al azar (Feinberg y Vogelstein, 1983).
7.3. Ensayo de Northern-blot.
30 ~xgde RNA total o 15 gg de RNA poli~A±se sometieron a electroforesis en geles
de agarosa al 1% con tampón formaldehido-fosfato (Raye e>’ al., 1979) y se transfirieron al
vacío (5 in. Hg. 2 h) a membranas de nylon (Zeta-Probe, Bio-Rad) en tampón lOx SSC. El
RNA se fijó a la membrana con luz UV (aparato UV 2400 Stratalinker, Stratagene).
Las membranas se hibridaron durante 2 h a 65”C con tampón de prehibridación (4x
SSC, 5 mM EOTA, 2% SOS, lOx solución Denhardt, 20 mM H.,NaPO
4 pH 7.0, y 200
gg/ml de DNA de esperma de salmón desnaturalizado) y posteriormente con las sondas
apropiadas marcadas con 32~ en tampón de prehibridación durante 16-20 h a 65
0C. Las
membranas se lavaron con 2xSSC, 0.1% SDS durante 10 minutos a temperatura ambiente y
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2 veces durante 30 minutos a 650C. Finalmente se lavaron con 0.lxSSC, 0.1% SOS 20
minutos a 650C. Las membranas se expusieron a -700C con película autorradiográfica
empleando pantallas amplificadoras.
8. ENSAYOS DE EXPRESIÓN TRANSITORIA.
8.1. Transfección transitoria.
Las transfecciones transitorias se realizaron por el método de precipitación con fosfato
cálcico para células adherentes siguiendo el protocolo descrito para las transfecciones estables
(Aptdo. 2). En general se empleó 5 gg de plásmido de interés y 2 gg de plásmido control de
eficiencia de transfección. A las 16 h se lavó el DNA con PBS y se añadió medio de
crecimiento. Las células se recogieron transcurridas 24 h, a confluencia, para medir actividad
CAT, luciferasa, o j3-galactosidasa.
8.2. Preparación de extractos celulares.
Las células transfectadas y a confluencia se recogieron y lavaron varias veces con
PBS lx frío. Tras la última centrifugación se resuspendieron en tampón de lisis (0.1 M
KH
2PO4 pH7.8) y se sometieron a tres ciclos de congelación/descongelación. Los restos
celulares se eliminaron por centrifugación y el sobrenadante se empleó directamente para
medida de actividad enzimática o se congeló a -20
0C.
8.3. Ensayos CAT.
La actividad cloranfenicol acetil transferasa (CAT), como medida de actividad del
promotor de CD-E, se determinó en cantidades de extracto celular normalizadas según la
actividad luciferasa. El extracto celular se incubó a 370C durante 4-8 h con 0.1 gCi de [‘4C]-
cloranfenicol (54mCi/mmol, DuPont) y acetilcoenzima A 4 mM en presencia de Tris-HCI
250 mM pH 7.8, EOTA 5mM (Gorman ci’ al., 1982). La reacción se paró con 1 ml de acetato
de etilo, se separaron las fases orgánicas y acuosas por centrifugación, y se recogió la fase
orgánica, que contenía el [14C]-cloranfenicol.Las formas acetiladas y no acetiladas de [‘4C]-
cloranfenicol se separaron mediante cromatografía en capa fina en placas de silicagel
(Merck), utilizando como solvente una mezcla de cloroformo y metanol (92.5:7.5).
El porcentaje de acetilación se determinó mediante la cuantificación de la radiactividad
presente en cada una de las formas acetiladas y no acetiladas, con la ayuda de un equipo
Instant-Imager (Hewwlett-Packard) o mediante la cuantificación de las bandas cortadas
utilizando un contador de centelleo.
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8.4. Medida de actividad luciferasa.
En los experimentos de análisis de actividad del promotor de CO-E, se midió la
actividad de CMV-luc como control de eficiencia de transfección. En cada experimento se
emplearon volúmenes iguales de extracto celular de cada muestra.
En los experimentos de análisis de actividad transcripcional dirigida por el promotor
de CD-P o construcciones híbridas CD-E/CO-P acopladas al gen de luciferasa, las cantidades
de extracto celular empleadas para medir actividad luciferasa se normalizaron respecto a la
actividad 3-galactosidasa.
La actividad luciferasa se valoró siguiendo las indicaciones del sistema de ensayo de
luciferasa de Promega, empleando luciferina como sustrato, en un luminómetro Berthold-
BioLumat.
8.5. Medida de actividad ¡3-galactosidasa.
La medida de actividad ¡3-galactosidasa se empleó como control de eficiencia de
transfección en los experimentos de análisis de actividad promotora de CD-P y de
promotores híbridos CO-E/CO-P. Se midió la actividad en volúmenes iguales de extracto
celular, en cada experimento, según el método descrito por Sambrook eral. (1989).
9. ENSAYOS DE CAMBIO DE LA MOVILIDAD ELECTROFORÉTICA EN
GEL.
9.1. Obtención de extractos nucleares.
Los extractos nucleares se obtuvieron según el protocolo descrito por Shapiro (1988)
para células HeLa. La concentración de proteína se midió con el rectivo de Bradford (Bio-
Rad), y los extractos se conservaron a -70”C en alícuotas pequeñas.
9.2. Ensayos de retardo en gel.
El oligonucleótido o fragmento, de cadena doble y con extremos 5’ protuberantes, se
marcó por incubación con la enzima Klenow, los deoxinucleótidos apropiados y 32P-crdCTP
(Amersham).
2-10 ¡.ig de extractos nucleares se incubaron con 10.000 cpm de la sonda marcada
(aprox. 0.2 ng) en tampón de retardo en gel (6OmM KCl, 2mM MgCI
2, 10% glicerol, 0.1-
SmM EOTA, lmM DTT, 20 mlvi Hepes pH7.9), en un volumen final de 10-15 gí. Cuando
lapresencia de zinc era necesaria para la formación de los complejos, se incluía en la mezcla
de incubación 1-4 mM de Zn2SO4. Como competidor inespecifico se incluyó 1 ¡.tg dc poli(dl-
dC), y en ocasiones también 90 gg de BSA. Las incubaciones se realizaron durante 15
minutos a temperatura ambiente, salvo en el caso del oligonucleótido ECE, que fueron




Los complejos DNA-proteína formados se analizaron en geles de poliacrilamida al 5%
en TBE 0.Sx. Posteriormente los geles se secaron (800C a vacío) y se expusieron a películas
autorradiográficas a -70”C.
9.3. Ensayos de competición.
En los experimentos de competición se añadió a la mezcla de incubación un exceso
(40 a 250 veces) del oligonucleótido frío empleado en cada caso, previo a la adición del
oligonucleótido marcado.
9.4. Ensayos de super-retardo.
Aproximadamente 1.5 ¡.tg de anticuerpo de conejo policlonal anti-AP2 o anti-SPI
(Santa Cruz Biotechnology) o de IgO de conejo purificada se añadió a la mezcla de
incubación, después de la adición del oligonucleótido marcado y de 15 minutos de
incubación a temperatura ambiente. La incubación con el anticuerpo se realizó a temperatutra
ambiente durante otros 20 minutos adicionales.
10.EXPERIMENTOS DE PROTECCIÓN A DNAasaI O DE FOOTPRINTING
IN VITRO.
10.1. Proteínas purificadas y extractos nucleares.
Los extractos nucleares se obtuvieron de igual forma que para los ensayos de cambio
de movilidad electroforética en gel.
Las factores de transcripción recombinantes humanos purificados SPl y AP2 se
obtuvieron de Promega.
10.2. Obtención y marcaje de la sonda.
Se empleó como sonda un fragmento de la región promotora de CD-E que
comprendía la secuencía entre -178 y +17, marcado en el extremo 3’ de la cadena no
codificante.
El plásmido -178 (ver Materiales, Aptdo. 8.2.1) se digirió con la enzima de
restricción XbaI y se marcó en los extremos generados por incubación con la enzima
Klenow, los deoxinucleótidos apropiados y 32P-ctdCTP. Tras la posterior digestión con el
enzima de restricción KspI (que corta en la posición +17 del promotor) los fragmentos
originados se separaron en gel de acrilamida al 5%. Los fragmentos marcados se visualizaron
por exposición del gel a película autorradiográfica y se recortó la banda de poliacrilamida que
contenía el fragmento deseado. El DNA así marcado se eluyó del fragmento de gel y se
purificó en columnas NACS PREPAC (Gibco, BRL).
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10.3. Secuenciación química por Maxam-Gilbert.
Para las reacciones control de secuencia se empleó el kit de secuenciación de Maxam-
Gilbert (Merck). Se emplearon 100.000 cpm (reacciones de G) o 250.000 cpm (reacciones
de A+G) de la sonda marcada.
10.4. Digestión con DNAasaI y separación de los fragmentos en gel.
La reacción de digestión con DNAasaI se realizó como se describe en Hennighausen
y Lubon (1987). Alrededor de 50 gg de extractos nucleares o 1 fpu de los factores puros
SP1 o AP2 se incubaron con 15.000 cpm (alrededor de 1-2 ng) de la sonda marcada en
presencia de 1 ¡xg de poli(dI-dC) en tampón de equilibrado (50 mlvi NaCí, 0. 1 mM EDTA,
0.5 mlvi DTT, 10% glicerol, 20 mM Hepes-KOH pH7.5) en un volumen de 50 gí. Tras 15
minutos de incubación a temperatura ambiente se añadió MgCI2 y CaCI2 a una concentración
final de 5mM y 1 mM, respectivamente, tras lo cual se añadió a la mezcla de incubación de
60 a 100 ng de la enzima DNAasa 1. A los 30 segundos se paró la reacción de digestión con
solución de parada (0.37% SOS, 15 mM EDTA, 100 mM NaCí, 100 rnlvI Tris-HCI pI-17.6’j.
Las reacciones control se realizaron de igual forma pero en ausencia de extracto
nuclear o proteína purificaday en ausencia también del competidor inespecífico poli(dI-dC).
La cantidad de ONAasa 1 empleada en estecaso fué alrededor de 10 ng.
Los fragmentos generados por la digestión con ONAasa 1 y por la secuenciación
química de Maxam-Gilbert se separaron en geles de secuenciación (8% acrilamida, SM urea
en IBE lx). Los geles se secaron a 800C a vacío y se expusieron a película autorradiográfica
a -700C.
11. ANÁLISIS DEL ESTADO DE METILACIÓN ENDÓGENA DEL DNA.
11.1 Obtención de DNA genómico.
El DNA se obtuvo a partir de las células en cultivo según métodos convencionales
(Sambrook eral., 1989).
11.2. Purificación y marcaje de la sonda.
Un fragmento correspondiente a las posiciones -800/+92 del promotor de CD-E
obtenido por digestión del plásmido -800 (ver Materiales, Aptdo. 8.2.1) con Xbal se aisló a
partir de gel de agarosa y se marcó con 32P-adCTP (Amersham) por el método del cebado de
los oligonucleótidos al azar (Feinberg y Vogelstein, 1983).
11.3. Digestión del DNA y ensayo de Southern-hlot.
El DNA de cada una de las líneas celulares a analizar se sometió a digestión con el
enzima de restricción BamHI (15 U/ gg de DNA). Alícuotas de 10 jig de DNA se sometieron
a una segunda digestión con 15 U/ gg de las enzimas de restricción Haelí (sensible a
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metilación), HpaII (sensible a metilación), o MspI (isoesquizómero de HpaII, no sensible a
metilación).
El DNA se fraccionó en geles de agarosa al 1% (digestiones control y Haelí) o al
1.2% (digestiones con HpaII y MspI), se transfirió al vacio (5 in. Hg. 2 h) a membranas de
nylon (Zeta-Probe, Bio-Rad) en tampón lOx SSC y se fijó el DNA a las membranas con luz
UV (aparato UV 2400 Stratalinker, Stratagene).
Las membranas se hibridaron durante 2 h a 650C con tampón de prehibridación (6x
SSC, 0.5% SDS, 5x solución Denhardt, 100 j.tg/mi de DNA de esperma de salmón
desnaturalizado) y posterionnente con la sonda marcada con 32~ en tampón de hibridación
(igual composición que el tampón de prehibridación excepto 2x solución Denhardt) durante
16-20 h a 650C. Las membranas se lavaron comenzando con 2x SSC-O.5% SOS a
temperatura ambiente y terminando con 0.lx SSC- 0.5% SOS a 650C. Las membranas se
expusieron a -700C con película autorradiográfica empleando pantallas amplificadoras.
12. EXPERIMENTOS DE FOOTPRINTING IN VIVO.
12.1. Metilación y obtención del DNA.
Las células, crecidas en placas de 15 cm de diámetro y a confluencia, se sometieron a
metilación itt vivo por tratamiento con el agente metilante dimetilsulfato (DMS). Se retiró el
medio de crecimiento y se sustituyó por medio de crecimiento conteniendo 0.5% DMS
(tamponado con Hepes-KOH pH 7.5) durante 2 minutos a temperatura ambiente. Las células
se lavaron posteriormente con PBS frío, se recogieron, y se extrajo el DNA por
procedimientos convencionales (Sambrook e>’ al., 1989).
Para la obtención del DNA control, metilado itt virro, 20 gg de DNA genómico de las
lineas celulares se trataron durante 1 minuto a temperatura ambiente con 0.5% OMS en 200
gí de solución lmM EDTA, 50 mM Na-cacodilato. La reacción de metilación se paró con 50
¡.tl de solución de parada (1.SM Na acetato, 1M ~3-mercaptoetanol).
12.2. Digestión con piperidina.
Tanto el DNA metilado itt vivo como el DNA control metilado itt virro se sometieron a
digestión química en los residuos metilados con el agente piperidina. El DNA se resuspendió
en 100 gí de piperidina al 10% y se digirió durante 30 minutos a 900C.
12.3. Amplificación por PCR mediada por adaptador.
A continuación la escalera de DNA generada por digestión con piperidina se amplificó
específicamente en la región 5’ proximal del gen de CO-E y se marcó con 32p, según el
protocolo descrito en Mueller y Wold (1989). Todos los oligonucleótidos empleados en estos
experimentos se describen en Métodos (Aptdo 9.3). En la Fig. 7 se muestra una




a) Extensión del cebador.
3 jxg de DNA digerido con piperidina se sometieron a la reacción de extensión del
cebador empleando los oligonucleótidos Pl (Ul o Lí para la cadena codificante o no
codificante, respectivamente). La reacción se llevó a cabo incubando el DNA con 0.6 pmoles
del oligonucleótido cebador durante 30 minutos a 450C, tras lo cual se añadieron los
deoxinucleótidos (dNTPs) y enzima Sequenasa (Sequenasa versión 2, USB) y se incubó
durante 15 minutos a 450C. La reacción se paró en hielo y la Sequenasa se inactivó por calor
(67”C).
b) Reacción de ligación del adaptador.
A la mezcla de reacción anterior se añadió el adaptador (ver Materiales, Aptdo. 9.3),
ATP y la enzima T4 DNA ligasa. Se incubó durante 16 ha 150C y se paró la reacción a 700C
durante 10 minutos.
c) Amplificación por PCR.
Las reacciones de PCR se realizaron en un apararo Perkin-Elmer 2400. Se emplearon
como cebadores el oligonucelótido P2 (U2 o L2 según se trate de la cadena codificante o no
codificante) y el oligonucleótido largo del adaptador. Se preparó una mezcla de reacción con
el DNA, los oligonucleótidos cebadores, dNTPs y la enzima Taq polimerasa. Las
condiciones de la reacción de PCR fueron:
Cadena codificante: 30 ciclos (1 minuto 940C, 2 minutos 650C, 3 minutos 760C).
Cadena no codificante: 20 ciclos (1 minuto 940C, 1 minuto 450C, 3 minutos 720C).
d) Marcaje.
Los oligonucleótidos P3 (U3 y L3) se marcaron en el extremo 5’ con la enzima T4
polinucleótido kinasa y ~2P-yATP.
El DNA se marcó mediante un último ciclo de PCR (2 minutos 940C, 2 minutos
65.50C, 10 minutos 720C) tras agregar 2 pmoles del oligonucleótido P3 marcado con
nueva enzima Taq polimerasa y dNTPs.
12.4. Separación en gel y visualización.
Los productos de las reacciones de la amplificación por PCR mediada por adaptador
se separaron en geles de secuenciación (8% acrilamida, 8M urea en TBE lx). Los geles se




1. PAPEL DE LA CADHERINA-E EN EL COMPORTAMIENTO MALIGNO
DE QUERATINOCITOS TUMORALES DE RATÓN.
Existen numerosos estudios que ponen de manifiesto el papel de la molécula de
adhesión CD-E como molécula anti-invasiva. En concreto, en queratinocitos transformados
de ratón, y empleando el modelo de la carcinogénesis de piel de ratón, estudios previos
pusieron de manifiesto una relación inversa entre la CD-E y la capacidad invasiva (Caulin ci’
al., 1996), como se ha indicado en la Introducción. En este estudio, en el que se analizaron
los mecanismos moleculares que inducen un comportamiento invasivo y metastásico, se
analizó la línea celular HaCa4 y una serie de líneas originadas por transfección de HaCa4 con
el cDNA de CD-E (Navarro et al., 1991; ver también Tabla II y Fig. 5). Así, se pudo
comprobar que tanto la capacidad tumorogénica como la capacidad invasiva in vitro estaban
relacionadas con la ausencia de CD-Een las lineas celulares estudiadas (Tabla III). También
se analizó la capacidad metastásica de dichas líneas celulares, y en este caso no se encontró
una relación clara con la CD-E, ya que algunas de las lineas celulares que expresaban dicha
molécula por transfección, como E62, seguían mostrando un comportamiento metastásico;
mientras que la línea celular E24, que había reactivado por mecanismos desconocidos la
expresión de CD-E endógena, era no metastasica.
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(1) Los niveles relativos de CD-E se estimaron a partir de datos de Northern-blot e inmunoblot (Navarro et
al., 1991; ver también Fig. 8).
(2) Los niveles de y-Ha-ras se estimaron a partir de datos de Northern-blot e inmunoprecipitación con anti-p2 1
ras (Caulín eral.., 1996>.
(3) Capacidad migratoria a través de geles de colágeno (Caulín eral., 1996; ver Métodos).
(4) La capacidad metastásica se estimó analizando la metástasis espontánea (inyección intradérmica en ratones
nu/nu y extirpación del tumor primario) y la metástasis experimental (inyección de las células en la vena de la
cola del ratón). Se determinaron las metástasis pulmonares (Caulín ci’ al., 1996).
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Como se muestra en la figura SA, el tamaño del mensajero transfectado (3.9 Kb,
líneas celulares E62 y E54) era sensiblemente menor al endógeno (4.5 Kb). Sin embargo, el
tamaño de proteína de CD-E sintetizada era el mismo (124 KDa, Fig SC) y la CD-E exógena
era funcional y se asociaba con cateninas, de igual forma que la CD-E endógena (Caulin ci’
al., 1996).
Debido al origen de la linea HaCa4 (ver Materiales, Aptdo.4), estas líneas tienen
integrado en su genoma secuencias de Ha-ras viral (y-Ha-ras). El análisis en estas líneas de
los niveles de Ha-ras mostró que la línea celular E24 presentaba niveles mucho menores de
mRNA de y-Ha-ras y de proteína p21 ras que el resto de líneas celulares. Por tanto, en este
sistema, el comportamiento metastásico podría estar relacionado con los niveles de Ha-ras,
más que con la expresión de CD-E (Caulín et al., 1996).
Nos propusimos profundizar en el estudio de los mecanismos de invasividad y
metástasis, y en concreto caracterizar mejor los mecanismos que hacen que la línea celular
E24 sea menos agresiva y presente un fenotipo no metastásico. Nos interesaba también
estudiar el posible papel que la CD-E pudiera tener en este comportamiento, puesto que,
aunque la CD-E exógena transfectada en la linea metastásica E62 era funcional, no se podía
descartar alguna carasterística diferencial con la CD-E endógena de la línea E24.
El abordaje experimental paraconseguir este objetivo fué bloquear la CD-E endógena
de la línea E24 por transfección de un cDNA antisentido de CD-E y analizar el fenotipo y
comportamiento tumoral y metastásico de los transfectantes obtenidos.
1.1. Generación de transfectantes de la línea celular E24 con un vector de
CD-E antisentido.
El vector antisentido para CD-E p[3act-dacE se construyó a partir de los vectores
pBATEM-2 y pjiact-Pcad (Nose ci’ al., 1988), vectores de expresión de CD-E y de CD-P de
ratón, respectivamente. Se aisló un fragmento de 2.5 Kb del cDNA de CD-E de ratón
(nucleótidos 640 a 3170), por digestión de pBATEM-2 con EcoRI. Dicho inserto se clonó
en posición antisentido en el vector de expresión pj3act-Pcad, tras eliminar el fragmento
correspondiente al cDNA de CD-P por digestión con EcoRI, originando así el vector pj3act-
dacE (Fig. 9). Por cortes con enzimas de restricción adecuadas (SmaI) y secuenciación del
vector se comprobó la correcta orientación (inversa) del cDNA de CD-E. Por tanto, el vector
pl3act-dacE contiene un fragmento de 2529 nucícótidos (exones 4 a 16) del cDNA de CD-E
de ratón en dirección inversa, situado detrás del promotor de 13-actina.
Se transfectó la línea celular E24 (CD-E positiva) por el método del fosfato cálcico
con el vector pf3act-dacE y el vector de resistencia a puromicina pBSpacAP (clones
antisentido) o el vector de resistencia a puromierna solo (clones control) (Fig. 10). Se

















Fig. 10. Esquema del experimento de transfección con el vector antisentido de CD-E y de los
clones obtenidos. La línea celular E24 (que expresa CO-E y es resistente al antibiótico G418) se
transfectó con el vector de resistencia a puromicina pBSpac AP sólo o junto con el vector de
expresión antisentido del cDNA de CD-E p ~act-dacE. Se seleccionaron clones aislados resistentes
al atibiótico puromicina: clones control que mantenían la expresión de CO-E (P2- 13 y P2-16) y
clones antisentido que habían perdido la CD-E (PI-l, Pl-2, Pl-5, PI-6, Pl-lO y PI-13). CD-E + y







CD-E en dichos clones por inmunofluorescencia. Se seleccionaron así, para su posterior
estudio los siguientes clones:
Antisentido: P1-1, P1-2, Pl-5, PL-6, Pl-lO, P1-13.
Control: P2-13 y P2-16.
1.2. Caracterización inicial de los transtectantes.
Análisis de inmunofluorescencia y de inmunoblot mostraron que, tanto la línea
parental (E24) como los clones control (P2-13 y P2-16) expresaban CD-E que se localizaba
principalmente en los contactos célula-célula (Fig. 11 y 12A). En cambio, los clones
transfectados con el vector antisentido de CD-E (Pl-l, Pl-2, Pl-5, P1-6, Pl-lO y P1-13)
eran negativos o expresaban muy bajos niveles de CD-E (Kg. 12A). Tan sólo en algunos
clones aparecían esporádicamente células aisladas o pequeños grupos de 2-3 células teñidas
para CD-E, en capas suprabasales (observar Fig. 11, clon Pl-5). Esta tinción esporádica
también se observó ocasionalmente en la línea HaCa4.
La CD-P, la otra molécula de la familia de las cadherinas que se expresa en
queratinocitos, presenta alta homología con la CD-E (58% de identidad aminoacídica). Por
tanto, para comprobar la especificidad dcl experimento de transfección, fué necesario
corroborar que el vector antisentido de CD-E no bloqueaba también la expresión de CD-P.
Análisis de inmunofluorescencia (Fig. 11) y de inmunoblot (Fig. 12B) con el anticuemo
PCD-1 mostraron que todos los clones seguían manteniendo la expresión de CD-P, y que
ésta se localizaba en las uniones celulares, como corresponde a su función adherente.
La morfología de los transfectantes (Fig. 11) no se alteró significativamente,
manteniendo el fenotipo epitelial, aunque en algunos caso las células tienden a ser más
pequeñas y redondeadas. La única diferencia morfológica destacable fué la pérdida a la
tendencia a estratificar, característica de E24, que se mantuvo en las líneas control (observar
Fig. 11). Esta tendencia a la estratificación se ha relacionado con un estado más
diferenciado, a semejanza de lo que ocurre en una piel normal estratificada, donde las capas
superiores son las más diferenciadas. Sin embargo, no se observaron cambios en la
expresión de involucrina (Fig. 12C), marcador de diferenciación terminal en células
epiteliales.
1.3. Ensayos de migración in vitro.
La línea parental E24, el clon antisentido Pl-5 y el control P2-13 se seleccionaron
para una primera caracterización de la capacidad invasiva de estas células. Se midió su
capacidad migratoria a través de geles de colágeno y se comparó con la de la línea celular
HaCa4 (CD-E negativa).
Como se puede observar en la figura 13, el clon control P2-13 mantuvo una muy






tras la extirpación del tumor primario o cuando estaban moribundos. Ni E24 ni los controles
de la transfección generaron focos metastásicos (hasta 60 días después de extirpar el tumor)
(Tabla IV). Por el contrario, los transfectantes antisentido analizados (P1-5, Pl-lO y Pl-13)
originaron metástasis pulmonares en todos los casos, con un nivel variable de focos por
pumón. Sólo se encontraron focos metastásicos en los pulmones, y no en otras vísceras.
Estos resultados apoyan fuertemente el papel de la CD-E como molécula anti~
invasiva. El bloqueo de la expresión de CD-E en la línea E24 induce un fenotipo invasivo y
metastásico.
Tabla IV. Análisis de la capacidad metastésica de HaCa4, E24 y los clones transfectados


































(1) 1x106 células de las líneas indicadas se inocularon en un flanco de ratones BALB/c inmunodeprimidos.
Los tumores se extirparon cuando alcanzaron un diámetro de 1.2 cm. Los ratones se sacrificaron para analizar
las metástasis pulmonares cuando estaban moribundos o a los 10-21 (a), 20-40 (b), 30-47(c) o 60 (d> días
después de la excisión del tumor primario. Sólo se encontraron focos metastásicos en los pulmones y no en
otras vísceras.
(2) La incidencia tumoral y de metástasis se expresa como número de ratones que generaron tumor o





























1.5. Niveles de Ha-ras.
A continuación tratamos de determinar cuales eran los mecanismos mediante los
cuales la ausencia de CD-E inducía este comportamiento más agresivo, volviendo a las
células metastásicas. Una posible explicación, teniendo en cuenta los estudios previos sobre
la relación entre la dosis de Ha-ras oncogénico y la capacidad metastásica, sería que los
tranfectantes antisentido hubieran incrementado los niveles de Ha-ras, debido a la
transfección o por un proceso de selección.
Por tanto, se analizaron los niveles de Ha-ras viral y celular mediante ensayos de
Northem-blot en las líneas transfectantes antisentido y control y se compararon con los
niveles de las líneas E24 y HaCa4. La línea celular MCA3D, que sólo expresa Ha-ras
endógeno de ratón, se utilizó como control. Todos los clones, salvo MCA3D, expresaban el
mRNA genómico viral de 5.4 Kb y una serie heterogénea de tránscritos de tamaños
comprendidos entre 1.4 y 5.4 Kb (Caulin et al., 1996 y resultados no mostrados). Los
resultados, después de normalizar respecto a la cantidad de mRNA de actina, aparecen
reflejados en la Tabla V. La línea celular HaCa4 presentaba niveles elevados de y-Ha-ras,
mientras que los transfectantes, control y antisentido, mostraron niveles de y-Ha-ras
semejantes a los de la línea E24, y menores a los de HaCa4.
Por tanto, la dosis de Ha-ras no se modificó por la transfección con el vector
antisentido, por lo que no parece ser la responsable del fenotipo metastásico inducido por la
ausencia de CDE en la línea E24.
Tabla V. Expresión de y-Ha-ras en HaCa4, E24 y los clones transfectantes con el cDNA








(1) 15 gg de mRNA poli~A+ se sometieron a ensayos de Northern-blot hibridando sucesivamente con una
sonda de Ha-ras y con una sonda de 3-actina como control.
(2) La línea celular MCA3D sólo expresa Ha-ras celular endógeno y se incluyó como control.
(3) Los valores representan la relación de los niveles de mensajero de y-Ha-ras y de 3-actina en cada línea
celular, tras su cuantificación densitométrica.
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1.6. Papel de proteasas de matriz extracelular.
1.6.1. Activador del plasminógeno tipo urokinasa.
El activador del plasminógeno tipo urokinasa (uPA) es capaz de degradar
componentes de la matriz extracelular y su expresión se ha relacionado con la capacidad
invasiva y metastásica de un amplio espectro de tumores y líneas celulares (Andreasen ci’ al.,
1997).
Por tanto, nos planteamos averiguar si en nuestro sistema experimental el bloqueo de
CD-E también era capaz de inducir un aumento de la actividad uPA, que fuera responsable
del comportamiento más maligno observado. Se midió la actividad uPA en extractos totales y
en el medio condicionado de los transfectantes en geles de caseina-plasminógeno. La figura
14 muestra que existen variaciones en los niveles de actividad uPA, especialmente del
secretado al medio extracelular, entre los diferentes clones, pero la ausencia de CD-E no
provocó en estas células un incremento de la actividad uPA. Por lo tanto, el uPA no parece
ser el agente que induce el fenotipo más invasivo y metastásico que muestran los
transfectantes.
1.6.2. Metaloproteinasas de matriz.
Como se ha indicado en la Introducción, las metaloproteinasas de matriz (MMPs) son
proteasas que degradan y remodelan la matriz extracelular y que juegan un importante papel
en procesos de invasión tumoral y metástasis (Stetler-Stevenson ci’ al., 1993).
Para estudiar si las MiMPs estaban jugando un papel en el comportamiento invasívo
inducido por la ausencia de CD-E se analizó la actividad gelatinolítica de los transfectantes.
La figura iSA muestra un zimograma donde se ensayó la actividad gelatinolítica del medio
condicionado de las células en geles de gelatina (colágeno soluble desnaturalizado). Como se
puede observar, ni la línea parental E24, ni la línea control P2-13, mostraron actividad
gelatinolítica. En cambio, los transfectantes antisentido presentaron una destacable actividad
gelatinolitica, que migraba con un tamaño aparente de 105 KDa, correspondiente con la
gelatinasa B o MMP-9 de ratón (Tanaka ci’ al, 1993). Asimismo, las líneas HaCa4 y Neo3
(control de transfección de HaCa4) presentaron niveles elevados de actividad MMP-9. Tan
solo después de largos tiempos de incubación se pudo observar además una banda de
degradación a 68 KDa, correspondiente a la MMP-2, de similar intensidad en todas las
células. MMP-9 y MMP-2 son las únicas MMPs conocidas capaces de degradar colágenos
desnaturalizados (ver Tabla 1).
Estudios de Northern-blot (Fig. 15B) mostraron que el transfectante antisentido PI-5
expresaba cantidades significativas de mRNA de MMP-9, mientras que los transfectantes
Pl-lO y Pl-13 y el clon P2-16 expresaban pequeñas cantidades. Sin embargo, E24 no
presentó niveles apreciables de mRNA de MMP-9. La sonda de MMP-9 identificó dos
tránscritos dc 3.5 y 2.7 Kb, probablemente resultantes de diferentes señales de





Estos resultados sugieren que la ausencia de CD-E en los transfectantes antisentido
induce un aumento en la actividad de la metaloproteinasa MMP-9, que podría deberse en
parte al aumento en sus niveles de expresión. Un aumento en la actividad de dicha enzima
podría favorecer las capacidades invasivas de estas células, al dotarles de un mecanismo por
el que pueden degradar la matriz extracelular, escapar del tumor primario y producir
metástasis.
1.7. Estudio de la relación entre CD-E y MMP-9.
Los resultados anteriores apoyan una interesante relación inversa entre CD-E y
MMP-9, ya que al eliminar la CD-E se indujo en estas células un aumento en la actividad
MMP-9. Asimismo, la línea celular MCA3D, no tumorogénica y con altos niveles de CD-E,
carecía de actividad MMP-9 (no mostrado) y de mensajero de MMP-9 (Fig. 15B).
Para corroborar esta hipótesis se estudió la actividad y expresión de MMP-9 en
relación con la CD-E en un conjunto de líneas originadas a partir de la transfección del cDNA
de CD-E en HaCa4 (ver Tabla III y Figura 8).
La figura 16A muestra un zimograma sobre gelatina del medio condicionado
secretado por estas líneas. Se observó que las lineas HaCa4, el control de la transfección
Neo3 y ESS (CD-E negativa) mostraron niveles elevados de actividad MMP-9, mientras que
las líneas que después de la transfección expresaban CD-E (E24 y E62), habían disminuido
considerablemente la actividad gelatinolitica de 105 KDa correspondiente a MMP-9. Análisis
de Northern-blot en estas líneas celulares mostraron asimismo altos niveles de mensajero de
MMP-9 en las líneas celulares CD-E negativas HaCa4 y E58 y muy bajos niveles en las
líneas CD-E positivas E24 y E62 (Fig. 16B).
El análisis mediante Northem-blot de los niveles del inhibidor especifico de MMP-9,
TIMP-1, indica que los niveles se mantienen constantes en todas estas líneas celulares (Fig.
17), independientemente de los niveles de CD-E o de MMP-9. Por tanto, los cambios en la
actividad MMP-9 no se pueden explicar porcambios en los niveles de su inhibidor.
Por otro lado, también se analizó la expresión de otras MMPs (MMP-2, MMP-3,
MMP-7) mediante Northern-blot o RT-PCR, siendo sus niveles apenas detectables en todas
las líneas celulares. En la figura 17 aparece un experimento de Norterh-blot para MMP-3
donde se observa que los niveles, extremadamente bajos (se muestra una autorradiografia
tras un mes de exposición), son similares en todas las lineas.
Por tanto, la expresión de CD-E en la línea celular HaCa4 induce un descenso en los
niveles y actividad de la gelatinasa MMP-9, corroborando la hipótesis de una regulación
opuesta, por mecanismos desconocidos, entre CD-E y MMP-9 en líneas celulares de
queratinocitos de ratón. Esta represión de MMP-9 mediada por CD-E podría ser uno de los
mecanismos que contribuyen al fenotipo más agresivo mostrado tras la pérdida de CD-E en





2. REGULACIÓN DE LA EXPRESIÓN DE CD-E EN LA
CARCINOGÉNESIS DE PIEL DE RATÓN.
Como hemos visto, la molécula de adhesión celular CO-E desempeña un papel clave
en el control de la capacidad tumorogénica, invasiva y metastásica durante la progresión
tumoral. Por tanto, para comprender en último término los mecanismos de la progresión
maligna, es necesario también conocer los mecanismos de control de la expresión y función
de CD-E.
En concreto nos propusimos analizar los mecanismos que regulan de la expresión de
CD-E, y utilizamos, asimismo, el modelo de la carcinogénesis de piel de ratón. Este modelo
resultaba útil para estudiar, por una parte, los mecanismos que controlan la expresión
específica de tejido epitelial de CD-E y, por otra parte, los mecanismos que conducen a la
desaparición de la expresión de CO-E durante la progresión tumoral.
2.1. Actividad del promotor de CD-E en queratinocitos de ratón.
Para abordar estos objetivos empleamos un conjunto de líneas celulares de
queratinocitos de ratón que representaban distintos estadios de la progresión tumoral,
provenientes de tumores epidennoides e indiferenciados o derivadas in vitro a partir de
cultivos primarios de epidermis (ver Fig. 5), que abarcan desde queratinocitos
inmortalizados no tumorogénicos hasta líneas altamente malignas, y que mostraban
diferentes niveles de expresión de CD-E.
En la Tabla VI se resumen las características más significativas de dichas líneas
celulares. Brevemente, la línea celular MCA3D, como ya se ha indicado, es una línea
inmortal no tumorogénica, de fenotipo epitelial, y que presenta niveles elevados de expresión
de CO-E. Las líneas celulares PDV y E24 son tumorogénicas, pero aún conservan un
fenotipo epitelial y expresan CO-E. La línea HaCa4 presenta ya un fenotipo epiteloide y ha
perdido la expresión de CD-E. Todas estas líneas celulares expresan CO-P. Por último, las
líneas celulares CarB y MSC1 lAS, representantes del último estadio de la carcinogénesis,
son líneas altamente malignas, con fenotipo fibroblastoide, que han perdido la expresión de
CD-E, CO-P y muchos otros marcadores epiteliales (Navarro cl al., 1991; Díaz-Guerra et
al., 1992; Gómez el al., 1992; Stoler el al., 1993).
La pérdida de CO-E en estas lineas, al igual que en muchos tumores epiteliales, es a
nivel de mRNA (ver Fig. SA). Estudios previos de Southern-blot descartaron la existencia de
grandes alteraciones en el gen de CO-E en las líneas celulares mencionadas (Navarro et al.,
1991), sugiriendo que probablemente sean mecanismos transcripcionales los que controlen la
desaparición de dicha molécula. Para testar esta hipótesis se analizó la actividad promotora
de un fragmento situado en posición 5 del gen de CO-E de ratón, que comprendía los
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Tabla VI . Características de las líneas celulares de queratinocitos de ratón











MCA3D E ++ +/++ -
PDV E + +++ +
E24 E +/++ +++ +
HaCa4 Ep - ++ ++
CarB F - - ++
MSC11AS E - - ++
* E, epitelial; Ep, epiteloide; F, fibroblastoide.
# Los niveles relativos de CO-E y de CD-P se estimaron a partir de datos de Northern e inmunoblor
(Navarro y col., 1991, ver también Fig. 8).
& La capacidad tumorogénica se determinó por inyección en ratones nu/nu, teniendo en cuenta cl
número de tumores originados y el período de latencia.
nucleótidos -178/+92 respecto del sitio de inicio de la transcripción (construcción -178, Fig.
18). Este fragmento contiene potenciales elementos reguladores: elemento E-pal (posición -
90 a -71), conteniendo una secuencia palindrómica (-861-75), caja CCAAT (posición -65 a -
61) y región rica en OC (posición -58 a -32) y se había demostrado previamente, en otros
sistemas celulares, que poseía actividad promotora específica de líneas celulares epiteliales
(Behrens eral., 1991).
Se realizaron ensayos de transfección transitoria en las distintas líneas de
queratinocitos de ratón con plásmidos que contenían dicho fragmento, y varias
construcciones menores de esta región, acoplados al gen chivato CAT. Como se muestra en
la figura 18 la construcción -178 presentaba actividad específica de tipo celular, ya que
mostraba niveles elevados de actividad transcripcional en la línea celular MCA3D, con altos
niveles de mRNA de CO-E; niveles moderados en las líneas PDV y E24; y niveles muy bajos
de actividad o era prácticamente inactiva en las lineas que no expresan CD-E (HaCa4 y
CarB). La eliminación de la zona 5’ hasta la posición -78, que comprende el elemento E-pal.
provocó un aumento de la actividad promotora, sugiriendo la existencia de elementos que




fragmento hasta la posición -58, que incluye la caja CCAAT, indujo un dramático descenso
de la actividad en todas las lineas celulares, lo que apoya que esta caja CCAAT estaría
jugando un importante papel en el control positivo de la transcripción de CD-E. Esta
construcción que comprende los nucleótidos -58/+92 presentaba ya niveles muy bajos de
actividad promotora, pero aún retenía una cierta actividad específica de tipo celular.
La Tabla VII muestra un resumen de los resultados obtenidos en los experimentos de
transfección transitoria con éstas y otras construcciones adicionales del promotor de CD-E.
La construcción -94 mostró niveles de actividad muy similares a los de la construcción -178
en las líneas celulares examinadas. Asimismo, una construcción que comprendía los
nucleótidos -21/+92 poseía niveles muy bajos de actividad transcripcional, próximos a los de
la construcción -58, en las dos líneas celulares analizadas. El análisis de la actividad
transcripcional de dos construcciones adicionales conteniendo secuencias hasta 800 bp y 1 .4
Kb en dirección 5’ respecto del sitio de inicio de la transcripción, en dos líneas positivas para
la expresión de CD-E (MCA3D y E24), mostró valores similares a los de la construcción -
178, aunque con variaciones entre las dos líneas. Estas observaciones están de acuerdo con
estudios previos en otras líneas epiteliales (Behrens et al., 1991). Por ello; y aunque no se
pueda descartar la existencia de otras zonas de regulación, nos centramos en el estudio de la
región -1781+92, que mostraba actividad transcripcional específica en las líneas de
queratinocitos.
Para investigar el posible papel del elemento palindrómico E-pal en la actividad
promotora de CD-E en este sistema celular, se midió la actividad de dos construcciones
adicionales del promotor en ensayos de transfección transitoria en las diferentes líneas (Fig.
19). Tanto la costrucción AB-pal, en la que se ha eliminado el elemento E-pal, como la
construcción mE-pal, con una doble mutación puntual en los 2 nucleótidos centrales del
palíndrome, mostraron mayor actividad promotora que la construcción silvestre (de 2 a 7
veces), siendo el aumento más significativo en las líneas que no expresan CD-E: un
incremento de unas 3 veces en HaCa4 y de hasta casi 7 veces en la línea altamente
indiferenciada CarB. Estos resultados sugieren un papel inhibidor para el elemento E-pal en
todas las líneas de queratinocitos analizadas. Este elemento podría estar jugando un papel en
la especificidad de la actividad transcripcional del promotor de CD-E, ya que el efecto
represor es mayor en células CD-E negativas.
Asimismo, y para analizar la función de la región rica en OC se midió la actividad
promotora de dos construcciones con mutaciones en los sitios consenso para AP2 y SP 1
(construcciones mut OCí y mut GC2, figura 20). Ambas mutaciones indujeron un descenso
en la actividad promotora (60% en mut OCí y 40-50% en mut GC2) en las líneas MCA3D y
HaCa4, representantes de lineas que expresan y no expresan CD-E. Estos resultados indican
que la región rica en OC, a través de los elementos de unión a SPI y AP2, juega un papel
regulador positivo en la transcripción de CD-E.
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Tabla VII. Valores de actividad promotora de distintas construcciones del promotor de
CD-E en las diferentes lineas celulares.




















N.D. N.D. 3.3 3.2 4.7 0.9
Los valores se indican como porcentaje de la actividad del promotor de SV4O en cada línea celular.
Los datos representan la media de los resultados de un mínimo de dos experimentos.
N.D., no determinado.
* Las construcciones tienen todas el extremo 3’ común en la posición +92. La posición del extremo























2.2. Unión de factores nucleares al promotor de CD-E.
2.2.1. Interacción de factores nucleares con la región 5’ proximal.
Como primera aproximación al estudio de los factores que interaccionan con la región
5’ proximal en las diferentes líneas, y para delimitar las posibles secuencias de regulación de
una forma más fina, se realizaron estudios de protección a DNAsa 1 o de footprinting ¡u
vitro.
La figura 21 muestrael patrón de protección que generaron extractos nucleares de las
diferentes líneas celulares utilizando como sonda la región del promotor comprendida entre
los nucleótidos -1781+17. Experimentos con extractos nucleares de las líneas positivas para
CD-E, MCA3D y E24, mostraron 3 regiones protegidas (zonas a, b y c) y un sitio de
hipersensibilidad, que corresponden a:
- región rica en OC y caja CCAAT (a);
- zona 3’ del elemento E-pal (b);
- extremo 5’ del elemento E-pal y región más distal (c);
- sitio de hipersensibilidad en la posición -85 de la secuencia E-pal (marcado con una flecha).
Por simplicidad, a partir de ahora llamaremos a la región protegida (c) como región
ECE, ya que un análisis detallado de la misma mostró que contiene dos secuencias consenso
para factores de la familia Ets y otra para factores tipo CREB/ATF (ver más adelante).
Por otro lado, extractos nucleares de líneas que no expresan CD-E (HaCa4 y CarB)
mostraron un patrón de protección diferente:
- protección muy débil o prácticamente ausencia de protección en la región rica en
GC/CCAAT (a);
- protección, aunque más débil, de la mitad 3’ del elemento E-pal (b);
- ausencia del sitio de hipersensibilidad;
- ausencia de protección en la región ECE más distal (c).
Estos datos sugieren que en los queratinocitos que no expresan CD-E existe una
pérdida o modificación de factores nucleares capaces de interaccionar con determinadas
secuencias de la región 5’ del gen de CD-E.
Para caracterizar los factores responsables del reconocimiento de la región 5’
proximal, se realizaron ensayos de retardo en gel utilizando como sonda, en primer lugar, el
fragmento A, correspondiente a los nucleótidos -1781±92de promotor de CD-E (ver figura
22A). Se emplearon extractos nucleares de las diferentes lineas de queratinocitos y de
fibroblastos NIH3T3 como control adicional de células no epiteliales, que no expresan CD-
E. Los extractos nucleares de todas las lineas celulares generaron una banda de retardo
mayoritaria, y una serie de complejos de menor intensidad y mayor movilidad electroforética
(Fig. 22B). Como se puede observar, el patrón de bandas generado fué básicamente el





banda de menor movilidad era mayor con los extractos de las lineas CD-E positivas MCA3D
y PDV.
Se realizaron ensayos de competición de la unión con distintos fragmentos de DNA
frío en exceso: fragmentos A, B, C y D, según se muestra en la figura 22A. El patrón de
competición fué el mismo con extractos de todas las líneas analizadas, aunque en la figura
22C sólo se muestran los resultados obtenidos con extractos de las litieas MCA3D y l-IaCa4,
como representantes de líneas positivas y negativas para la expresión de CD-E,
respectivamente. El patrón de competición obtenido indicó que la interacción de la mayoría
de los complejos proteicos es a través de la región C (- 1091-24), que contiene todos los
elementos reguladores previamente postulados, corroborando los datos obtenidos en los
experimentos de footprinting iii vitro. El fragmento B no compitió ninguna de las bandas de
retardo. Por otro lado, el fragmento D fué capaz de competir los complejos de mayor
movilidad, pero no el complejo mayoritario. La competición de los complejos minoritarios
por los fragmentos C y D indicaría que probablemente estos complejos se originan por
interacción con la región rica en OC. De acuerdo con esto, un exceso de un oligonucleótido
que comprendía la región OC del promotor proximal de CD-E (posiciones -60/-23) era capaz
de competir las mismas bandas que el fragmento D (resultados no mostrados).
Para analizar con más detalle la implicación de los diferentes elementos reguladores
postulados, contenidos en la región -178/+92, se procedió a estudiar cada uno de ellos por
separado.
2.2.2. Análisis de los factores que interaccionan con el elemento E-pal.
Ensayos de retardo en gel utilizando como sonda un oligonucleótido (posiciones
-92/-69) que contenía el elemento E-pal (Fig. 23A) mostraron que se formaba un complejo
de retardo mayoritario con extractos nucleares de todos las líneas de queratinocitos
examinadas (Fig. 23B). Dicho complejo se competía específicamente por un exceso del
mismo oligonucleótido frío, pero no por un oligonucleótido irrelevante (CCAAT-E).
Tampoco se competía por un oligonucleótido con una doble mutación puntual en el centro del
palíndrome (E-pal mut), indicando que la integridad de los dos nucleótidos centrales es
necesaria para la interacción del factor/es al elemento E-pal. El oligonucleótido E-pal mut
porta la misma mutación que la construcción del promotor nt-pal, que mostró mayor
actividad promotora en ensayos de transfección transitoria (ver Fig. 19).
El elemento E-pal contiene dos cajas E, secuencias consenso de interacción con
factores de transcripción del tipo bHLH. Los factores de la familia Myc/Max son factores de
transcripción tipo bHLI-I que se expresan en la epidermis (ver Introducción, Aptdo. 5.3), lo
que nos inclinó a considerarlos como posibles factores de interacción con la región E-pal.
Por tanto, hicimos experimentos preliminares para testar si alguno de estos factores era capaz
de modificar la actividad promotora de CD-E. Como se indica en la Tabla VIII, la




Tabla VIII. Influencia de posibles factores de interacción con el elemento E-pal en
la actividad transcripcional de la construcción -178 del promotor de CD-E.
Actividad Actividad -178-178

















snail 2.5 123 104
5 118 67
slug 2.5 129 62
VI 284 58
1+1 139 140
* Las cantidades de plásmido cotransfectado se igualaron completando con las cantidades necesarias de
plásmido control. Los plásmidos de expresión y control empleados fueron: pHEBoMTmyc2,3, pMTmax
(vectores de expresión de c-Myc y Max humano, respectivamente, bajo el control del promotor de
metalotioneina) y pHEBoMT (control) (ver Materiales, Aptdo. 8.2.4). La expresión de c-Myc y Max se
indujo con 100 mM ZnSO4; también se trataron las células control con igual concentración de ZnSO4.
& Las cantidades de plásmido cotransfectado se igualaron completando con las cantidades necesarias de
plésmido control. Los plásmidos de expresión y control empleados fueron: CMV-sna, CMV-slug (vectores
de expresión de Snail y Slug de poíío, respectivamente) y pcDNA3 (control) (ver Materiales, Aptdo. 8.2.4).
# La actividad CAT de la construcción -178 se normalizó respecto a la de CMV-luc en cada experimento.




Max en las líneas HaCa4 y MCA3D indujo un ligero aumento, aunque probablemente no
significativo, en la actividad promotora de CD-E (Tabla VIII).
Por otro lado, la mitad 3’ del elemento E-pal contiene también un sitio consenso de
unión a factores de la familia slug/snail (Mauhin a al., 1993). Por su patrón de expresión
durante el desarrollo embrionario, en zonas de migración de células de la cresta neural e
invaginación del ectodermo para formar el mesodermo en la gastrulación (Nieto ct al., 1994),
se ha postulado la participación de estos factores en las transiciones epitelio-mesénquima.
Estas transiciones van acompañadas de pérdida de expresión de CD-E y son reminiscentes de
las que ocurren en etapas avanzadas del proceso tumoral, donde también hay pérdida de
marcadores epiteliales como CD-E. Por tanto, factores de la familia slug/snail podrían unírse
al elemento E-pal, regulando negativamente la transcripción de CD-E.
Para investigarlo se realizaron de igual forma experimentos de cotransfección de la
construcción -178 con vectores de expresión de los factores snail y slug en las líneas HaCa4
y MCA3D. Como se puede observar en la Tabla VIII estos factores no indujeron un
descenso de la actividad transcripcional de CD-E en la línea MCA3D, sino más bien el factor
slug (5 gg de vector de expresión) era capaz de activar la transcripción. En la línea celular
HaCa4 la cotransfección de estos factores (5 gg de vector de expresión de snail y 2.5 o 5 ~tg
de slug) indujo un ligero descenso del40% en la actividad promotora.
2.2.3. Análisis de los factores que interaccionan con la caja CCAAT.
De la misma forma, para tratar de caracterizar el factor/es que se pudieran unir a la
caja CCAAT se realizaron experimentos de retardo en gel con un oligonucleótido (posiciones
-741-56) que comprendía la región CCAAT del promotor de CD-E (Fig. 24A).
La figura 24B muestra el patrón obtenido con extractos nucleares de la línea PDV.
Aparecían tres complejos de retardo que se competían específicamente por un exceso del
mismo oligonucleótido frío y por oligonucleátidos que contienen los sitios consenso para los
factores CP1 y CP2. Asimismo, los dos complejos de mayor movilidad (complejos 2 y 3) se
competían también por un exceso de un oligonucleótido con el sitio consenso de unión a
CIEBP, mientras que ninguno de los complejos era competido por un oligonucleótido con el
sitio consenso para NR. Todos estos factores (CPl, CP2, C/EBP y NFI) son factores de
transcripción descritos de unión a cajas CCAAT (Chodosh ci’ al., 1988; Ryden y Beemon,
1989). Por otro lado, un oligonucleótido que contenía la caja CCAAT del promotor de la
CD-P (CCAAT-P) era capaz de competir, asimismo, el complejo 1 de menor movilidad.
Resultados similares se obtuvieron con extractos de CarB (no mostrados).
Estos datos sugieren que la región CCAAT del promotor de CD-E es reconocida por




2.2.4. Análisis de los factores que interaccionan con la región rica en GC.
Experimentos de retardo en gel con la región rica en OC (posiciones -6O/-23) del
promotor de CD-E (Fig. 25A) mostraron la existencia de tres complejos capaces de
interaccionar con dicho oligonucleótido. Estos tres complejos se formaban con extractos
nucleares de todas las líneas celulares analizadas (CarB, HaCa4, E24, PDV y MCA3D) (Hg.
25B y datos no mostrados).
La región rica en OC del promotor de CD-E contiene dos secuencias consenso para el
factor de transcripción AP2 y otra para el factor de tipo dedo de zinc, SP1 (Fig. 25A). Como
una primera aproximación para identificar la naturaleza de los tres complejos de retardo, se
realizaron ensayos de competición con oligonucleótidos consenso para dichos factores. Así,
un oligonucleótido con la secuencia de unión a SPl del promotor de SV4O desplazaba la
unión de los complejos de retardo 1 y 2, mientras que un oligonucleótido con la secuencia de
unión a AP2 del promotor de 5V40 desplazaba la unión de los tres complejos formados con
extractos de PDV, pero sólo el complejo 3 de movilidad intermedia formado con extractos de
HaCa4 y CarB (Fig. 25B).
Por otro lado, se realizaron ensayos de competición con un oligonucleótido que
contenía la región rica en OC del promotor de CD-P (GC-P), que también contiene
secuencias consenso de unión a SPl y AP2 (Faraldo y Cano, 1993). El oligonucícótido GC-
P desplazaba la unión de los complejos 1 y 2 obtenidos con todos los extractos, pero no del
complejo 3. El mismo comportamiento exhibía un fragmento de este oligonucleótido que
contenía sólo la secuencia de unión a SP1 (SP1-P), mientras que un fragmento que contenía
sólo la secuencia AP2 (AP2-P) no era capaz de desplazar nigún complejo (Fig. 25B).
Estos resultados, junto con el hecho de que la presencia de zinc era necesaria para la
formación del complejo 1 (no mostrado), sugieren que probablemente SPl sea el factor
responsable de la formación de los complejos 1 y 2, mientras que el complejo 3 estaría más
relacionado con AP2. Por otro lado, las diferencias observadas en el patrón de competición
entre las líneas PDV y HaCa4/CarB, sugieren que los complejos 1 y 3 presentan propiedades
diferentes en líneas que expresan y que no expresan CD-E.
Para confirmar la naturaleza de los factores implicados en la formación de los
complejos de la región OC se realizaron experimentos de super-retardo con las líneas PDV,
HaCa4 y CarB, añadiendo anticuerpos específicos a la mezcla de incubación con la sonda y
los diferentes extractos nucleares. La figura 26 muestra los resultados de estos experimentos.
Un anticuerpo anti-SPl originó una clara banda de super-retardo en las tres lineas
examinadas e indujo, asimismo, una disminución en la intensidad del complejo 1, y en algún
caso (CarB) también del complejo 2. Por otro lado, un anticuerpo anti-AP2 generó una
banda de super-retardo (HaCa4), una disminución en la intensidad del complejo 3 (PDV) o





Estos datos permiten confirmar la participación de factores de transcripción del tipo
SPl y AP2 en la formación de complejos de interacción con la región OC de CD-E en las
lineas de queratinocitos analizadas.
Evidencias adicionales acerca de la implicación de los factores SP 1 y AP2 en el
reconocimiento de la región rica en OC se obtuvieron por experimentos de footprinting iii
vitro de la región 5’ proximal de CD-E utilizando los factores de transcripción puros SF1 y
AP2. Como se puede ver en la figura 27, en efecto, dichos factores eran capaces de
interaccionar con la región rica en OC del promotor de CD-E.
Por otra parte, y para determinar si la unión del factor AP2 tiene una consecuencia
funcional en la actividad promotora, se realizaron experimentos de cotransfección con un
vector de expresión de una forma truncada del factor AP2 (AP2-ATA), que carece del
dominio de transactivación y actúa como dominante negativo (Hennig et al., 1996). Como se
muestra en la tabla IX esta forma truncada de AP2 fué capaz de reprimir, de forma
dependiente de dosis, la actividad promotora de la construcción -178 (un 70% con 5 gg de
AP2-ATA), pero no de forma significativa la de la construcción -21. Estos resultados, junto
con los valores de actividad promotora de los mutantes mut OCL y mut OC2 (ver Fig. 20),
apoyan que la región OC, que contiene sitios de unión a SPl y AP2, está jugando un papel
positivo en la regulación de la transcripción de CD-E.
Tabla IX. Un dominante negativo de AP2 suprime parcialmente la actividad





1 72 56 82
5 28 28 73
* Se cotransfectaron 1 oS ¡sg del vectordominante negativo de AP2 (AP2- ATA), completando en el
primer caso hasta 5 ¡sg con la cantidad necesaria del vector control RSV-O (ver Materiales. Aptdo.
82.4).
# La actividad CAT deja construcción -1780 -21 en la línea celular MCA3D se nortnalizó respecto a
la actividad de CMv-luc. A la actividad de dichas construcciones en presencia del vector control yen
ausencia de AP2- ATA se le otorgó el valor de 100%. Para la construcción -178 se muestran los




21.5. Análisis de los factores que interaccionan con la región ECE
En experimentos de footprinting in vitro la región ECE, comprendida entre los
nucícótidos -108/-86 aproximadamente, se protegía sólo con extractos nucleares de líneas
que expresaban CD-E (ver Fig. 21). Los potenciales factores implicados en el
reconocimiento de esta región se analizaron mediante ensayos de retardo en gel utilizando
como sonda el oligonucícótido ECE (posiciones -11 l/-83) que aparece en la figura 28A,
tanto en líneas positivas como negativas para CD-E. Como se puede observar, esta región,
que también es rica en OC, contiene secuencias consenso de unión a factores de la familia
Ets (Wasylyk et al., 1993) y la secuencia CRE (elemento de respuesta a AMPe) de unión a
factores CREB/ATF (Hoeffler et al., 1988; Benbrook y Jones, 1994).
La figura 28B muestra que se formaron dos complejos de retardo mayoritarios (1 y
2), y una serie de complejos de menor intensidad y mayor movilidad electroforética. L~
forma interesante, la intensidad del complejo 2 formado en presencia de extractos nucleares
de lineas que expresaban CD-E (E24 y sobre todo MCA3D y PDV) era mucho mayor que la
del formado con extractos de líneas CD-E negativas. Así, con extractos de fibroblastos
NIH3T3 o de la línea derivada de carcinoma MSCl 1A5 la intensidad del complejo 2
disminuía hasta llegar a igualar en intensidad al complejo 1, siendo el complejo 2 apenas
detectable en extractos de CarB.
Estudios de competición de los complejos de retardo sugirieron la participación de
algún miembro de la familia Ets en la interacción. Así en la figura 28C se observa que el
oligonucleótido PEA 3, que porta un sitio consenso para el factor PEA 3, era capaz de
competir una de las bandas de movilidad intermedia (complejo 3), mientras que el mismo
oligonucleótido con una mutación en el sitio consenso no competía dicha banda de retardo.
Se ha descrito que la mayoría de los miembros de la familia Ets se unen al motivo PEA 3
(MacLeod ci’ al., 1992). Sin embargo, los complejos mayoritarios 1 y 2 no se competían por
PEA 3. El mismo patrón de competición se observó en una línea CD-E positiva (E24) y en
una línea CD-E negativa (HaCa4).
Para determinar de forma más clara el lugar de interacción de las proteínas nucleares
con el DNA y la posible participación de factores de la familia Ets y/o de factores tipo CREE
en el reconocimiento de la región ECE, se realizaron análisis de retardo en gel compitiendo
con el oligonucleótido ECE mutado en distintas posiciones (ver Fig. 29A). Así, se hicieron
competiciones con el oligonucleótido ECE portando mutaciones en cada uno de los sitios Ets
independientemente (mA y mB) o en combinación (mAR), y en el sitio CREB (mC).
Los resultados, que aparecen en la figura 29B, indican que la integridad del sitio Ets
situado más en 3’ (Ets-A) es necesaria para la interacción del factor o factores nucleares con
la región ECE, ya que los oligonucleótidos mA y mAB, con el sitio Ets-A mutado, eran
incapaces de desplazar la unión. En cambio, los oligonucleótidos mB y mC desplazaban la
unión de igual forma que el oligonucleótido ECE silvestre. El patrón de competición era





que los oligonucleótidos mA y mAB eran capaces de competir parcialmente los complejos
formados con extractos nucleares de MCA3D (CO-E positiva). Estos resultados sugieren
además la existencia de diferencias o modificaciones en los factores que reconocen la región
ECE en líneas que expresan y no expresan CD-E.
2.3. Análisis funcional de la región ECE y del elemento Ets en la actividad
promotora de CD-E.
La región ECE, como se mencionó anteriormente, contiene, además de los sitios Ets,
un consenso casi perfecto de unión a factores de tipo CREB de respuesta a AMPc. Para
determinar si factores de esta familia pudieran regular la actividad transcripcional de CD-E en
las líneas de queratinocitos de ratón, se midió la actividad del promotor en células
estimuladas con forskolina, un agente inductor de AMPc. Los resultados, que aparecen en la
Tabla X, mostraron que este agente no modificó de forma sustancial la actividad promotora
de la construcción -178. El ligero incremento observado también se apreció en algunas
ocasiones con la construcción -78, que carece del sitio CREB. Estos resultados, junto a la
ausencia de efecto de la mutación en el sitio CREB en los experimentos de retardo en gel (ver
Fig. 29), sugieren que el sitio CREB de la región ECE no estaría ejerciendo un papel
regulador de la actividad del promotor de CO-E en las lineas analizadas.
Por otro lado, y para determinar st el sitio Ets-A, necesario para la interacción de
factores proteicos, era funcional, se realizaron ensayos de transfección transitoria utilizando
una construcción del promotor de CO-E (nucleótidos -178/±92)que portaba una mutación en
el sitio Ets-A (construcción m-Ets) (Kg. 30). Como puede observarse, la construcción
mutada mostró una actividad transcripcional alrededor de 2 veces mayor respecto a la
actividad de la construcción silvestre en las lineas CO-E positivas MCA3D y PDV. En
cambio, en líneas CO-E negativas (CarB y Haca4), las construcciones silvestre y mutada
mostraron niveles similares de actividad. Estos resultados sugieren que el elemento Ets
jugaría un moderado papel regulador negativo en líneas que expresan CO-E. En líneas que
no expresan este elemento podría no desempeñar ningún papel regulador, o bien podría estar
enmascarado porel fuerte papel represor del elemento E-pal en dichas líneas.
Por tanto, si este sitio Ets es funcional, la cotransfección del promotor de CD-E con
vectores de expresión de factores de la familia Ets debería inducir un cambio en la actividad
transcripcional. Para comprobarlo se realizaron experimentos de cotransfección con vectores
de expresión de c-Ets-l (pollo) y ERM (humano). Los efectos sobre la actividad
transcripcional fueron más significativos con el factor ERM, y son los que sc muestran el la
figura 31. La sobreexpresión de este factor indujo un aumento de 2.3 y 3.6 veces en la
actividad del promotor de CO-E en las líneas MCA3D y HaCa4, respectivamente (Eig.3 lA).
El efecto estimulador del factor ERM en la línea MCA3D parece ejercerse a través del sitio
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celular (¡iM) -178 -78
MCA3D 12 1.25 1.40
PDV 12 1.35 1.12
PDV 40 1.35 078
HaCa4 12 1.35 0.84
* La actividad CAT de las construcciones -178 o-U se normalizó en cada experimenlo
respecto a la actividad de cMv-luc. Los valores de actividad de dichas construcciones en
presencia de forskolina (-i-FK) se relacionó con los valores de actividad en ausenciade la
misma (-FK).
# La FK se añadió a las células en cultivo después de la transfección y se mantuvo durante






2.4. Estudios del promotor endógeno de CD-E.
2.4.1. Estado de metilación endógena del promotor de CD-E.
Los ensayos de transfección transitoria con el promotor exógeno de CD-E mostraron
la existencia de una serie de factores capaces de regular la expresión de CD-E y que actúan en
trans, algunos de los cuales pueden estar alterados durante la progresión tumoral en la
carcinogénesis de piel de ratón. Sin embargo, estudios previos en líneas de carcinomas
humanos han sugerido que la metilación endógena de la región 5’ del gen de CD-E en islas
CpO es uno de los mecanismos implicados en la represión de su expresión (Graff ci’ al.,
1995; Yoshiura a al., 1995).
Para analizar si la pérdida de expresión de CD-E durante la progresión tumoral en la
carcinogénesis de piel de ratón pudiera estar también relacionada con mecanismos de
represión transcripcional por metilación, decidimos estudiar el estado de metilación endógena
del promotor de CD-E en las distintas lineas de queratinocitos de ratón. Para ello se
realizaron análisis de Shouthem-blot sobre DNA genómico aislado de las distintas líneas
celulares, digerido con BamiHI, y sometido a una segunda digestión con enzimas de
restricción sensibles a metilación. La sonda que se utilizó correspondía a la región 5’ del gen
de CD-E (-800/+92) (Hg. 33A).
La figura 33B muestra cómo la digestión del DNA con BamHI originó una banda de
aproximadamente 6 Kb en la región promotora de CD-E. En la líneas celulares MSC líAS y
HaCa4 aparece una banda adicional con un tamaño correspondiente a 4. 1 Kb. Esta banda
sugiere la existencia de alguna alteración o polimorfismo en alguna de las copias del gen de
CD-E, en la región 5’, en estas dos líneas celulares.
El enzima HaeII es un enzima sensible a metilación. Según se muestra en la figura
33A, la digestión con HaeII debería originar, en DNAs no metilados, la desaparición de la
banda de 6 Kb y la aparición de dos bandas menores. En la parte B de la figura 33 se puede
observar cómo la digestión con HaeII no modificó el tamaño de la banda de 6 Kb, que se
mantuvo en el DNA de todas las lineas estudiadas, tanto DNA de líneas que expresan CD-E
(MCA3D, PDV y E24) como de líneas que no la expresan (HaCa4, CarB y MSCI 1A5). En
el canil correspondiente a HaCa4 se puede observar la aparición de una banda de unas 1 .8
Kb tras la digestión con BamHI y Haell. Sin embargo lo más probable es que esta banda se
origine a partir de la adicional de 4.1 Kb, ya que ésta desaparecía tras la digestión con Haelí.
En la línea celular MSCI lAS, que también presentaba la banda de 4.1 Kb, no se apreció la
banda de 1.8 Kb, pero esto puede deberse a la poca intensidad que posee en general este
carril, puesto que la banda de 4.1 Kb sí desaparecía tras la digestión con HaelJ en esta línea
celular. Estos resultados sugieren que la banda anómala de 4. 1 Kb que aparece en HaCa4 y
MSCL lAS porta al menos un sitio HaeII que no está metilado, mientras que el sitio Haelí del




Para confirmar la existencia de metilaciones en la región promotora del gen de CD-E
se realizaron también ensayos de Southern-blot digiriendo con la enzima sensible a
metilación HpaII, y comparando con el patrón generado por su isoesquizómero Mspl, que
reconoce la misma diana de restricción pero no es sensible a metilación. Tal como se muestra
en el esquema de la figura 33A, en la región promotora de CD-E reconocida por la sonda
empleada (-800/+92) la digestión con MspI debe cortar el DNA en pequeños fragmentos,
siendo el mayor de 533 bp. En la figura 33C se observa en los carriles correspondientes a la
digestión con MspI esta banda de 533 bp. En el carril correspondiente a MSCl lAS se
observó adicionaimente otra banda de unos 490 bp, lo que reafirma la existencia de
alteraciones o polimorfismos en la región del promotor de CD-E en esta línea celular.
La digestión con HpaII debería originar el mismo patrón si el DNA no estuviera
metilado en ninguno de los sitios de corte HpaII de la región promotora. En caso contrario,
se originarían bandas de mayor tamaño. Los resultados obtenidos correspondían con esta
segunda opción, ya que en ningún caso, salvo en el DNA de MSCl lAS, aparecía la banda
de 533 bp, sino bandas mayores correspondientes a digestiones parciales con HpaII,
llegando incluso a aparecer la banda de 6 Kb, correspondiente al fragmento BamHI sin
digerir. En el caso de la línea celular MSCl lAS sí aparecía tras la digestión con EamHI y
HpaII una banda de un tamaño que podría corresponder con 533 bp. Sin embargo, aparecían
también bandas de mayor tamaño y la banda de 6 Kb (que se aprecian bien en la
autorradiografia original), indicando que también el promotor endógeno está metilado en esta
línea, aunque no se puede descartar que sea en posiciones diferentes a las del resto de líneas
estudiadas.
Estos resultados indican que la región 5’ del gen de CD-E está metilada
endógenamente en todas las líneas de queratinocitos analizadas. Al menos la posición -685 o
la posición -152 del promotor de CD-E, sitios HpaII¡MspI (flanqueantes a la banda de 533
bp), están metiladas en todas las líneas, salvo en la línea indiferenciada MSCL lAS, donde no
se ha podido demostrar de forma concluyente. También la posición -56 (sitio HaeII) está
metilada de forma endógena en todas las líneas de queratinocitos analizadas. Por otra parte,
estos resultados no descartan la existencia de metilaciones en otras regiones con islas CpG
del promotor.
Por tanto, en este sistema celular no se puede atribuir la pérdida de expresión de CD-
E durante la progresión a mecanismos de bipermetilación de su región promotora, ya que
esta región se encuentra metilada tanto en líneas que expresan CD-E como en líneas que no la
expresan.
2.4.2. Estudios de footprinting in vivo.
Todas las evidencias indicaban que al menos uno de los mecanismos de la pérdida de
expresión de CD-E en el sistema de la carcinogénesis de piel de ratón era las alteraciones de
factores que actúan en trans sobre el promotor de CD-E (factores de transcripción, sus
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cofactores, o señales que conducen a la puesta en marcha de un programa transcripcional),
pero que en último término actuarían por interacción con la región 5’ promotora del gen de
CD-E. Para confirmar esta hipótesis y detectar si los elementos reguladores postulados
mediante experimentos ¡ti vftro y de transfección transitoria estaban realmente ejerciendo un
papel regulador, decidimos analizar el estado de ocupación y la estructura del promotor
endógeno mediante experimentos de footprinting iii vivo.
Las células en cultivo se trataron con el agente metilante DMS, que metila iii vivo los
residuos de DNA no protegidos. El DNA se digirió con piperidina, en los residuos
metilados, se amplificó y marcó con cebadores específicos para la región promotora de CD-
E, tal como se indica en Métodos, Aptdo. 12. De esta forma, y por comparación con un
DNA control metilado in vitro (Co), se pudieron detectar los residuos protegidos o
hipersensibles indicativos de diferente estructuración del DNA en líneas que expresan y no
expresan CD-E. La figura 34A muestra los resultados obtenidos con la cadena codificante del
promotor de CD-E en las líneas celulares MCA3D (CD-E positiva) y CarB (CD-E negativa).
Los resultados obtenidos con la cadena no codificante se muestran el la figura 34B,
incluyendo además las líneas HaCa4 (CD-E negativa) y E24 (CD-E positiva). En la figura 35
se muestra un esquema donde se recogen todos los sitios hipersensibles (triángulos opacos)
o protegidos (triángulos punteados) iii vivo del promotor de CD-E, en las lineas celulares
MCA3D y CarB.
En la línea celular CarB, que no expresa CD-E, sólo aparecían protegidas las
posiciones -80, en el centro del palindrome E-pal, y la posición -101, próxima al sitio Ets de
la región ECE. (Fig. 34 y 35).
En la línea celular MCA3D, por el contrario, aparecían numerosos sitios de
protección o hipersensibilidad, sugiriendo una configuración del promotor mucho más
abierta, que probablemente refleje un estado transcripcional más activo (Fig. 34 y 35). Así,
muchos de los sitios de regulación postulados mostraron modificaciones, en comparación
con un DNA control metilado in vitro. Especialmente en la región rica en CC, con
protecciones en los sitios SP1 y AP2 y sitios hipersensibles en los bordes de esta región; en
la caja CCAAT; en el elemento E-pal; y en los bordes de la región ECE. Asimismo, aparecía
un sitio de hipersensibilidad en el sitio de inicio de la trancripción + 1, y sitios protegidos e
hipersensibles en posiciones muy cercanas, indicando que probablemente la RNA polimerasa
II esté actuando, unida al promotor, en esta línea celular. Por otro lado, en MCA3D se
observaron posiciones adicionales potencialmente importantes como los sitios de
hipersensibilidad en -139 y -16, y las protecciones de las posiciones - 167/-169 y - 126/- 117,
situadas en regiones ricas en OC. Estas regiones ricas en OC, que contienen sitios consenso
de unión a los factores de tanscripción SPl y Ets, podrían ser importantes para la actividad
trancripcional de CD-E.
El patrón obtenido en los análisis de footprinting iii vivo con la línea celular PDV,





mostrados). La línea celular E24 (CD-E positiva) también originó un patrón similar (Fig.
34B y resultados no mostrados para la cadena codificante), sobre todo en torno a la región E-
pal y CCAAT. En la región rica en OC se observaron protecciones, pero de menor
intensidad, y en menos sitios que en la línea celular MCA3D. Los sitios de hipersensibilidad
en las posiciones -29, -16 y en el sitio de inicio de la transcripción también aparecieron.
Asimismo, la posición -101 de la zona ECE, que se protegía en CarB, también se protegió en
E24 (ver Fig. 34B).
Por otro lado, la línea celular HaCa4 (CD-E negativa) mostró un patrón mucho más
parecido al de CarB, con protección en el centro del E-pal y en la posición -101, destacando
la ausencia de protección en la caja CCAAT y sobre todo en la región rica en OC (Fig. 34B y
resultados no mostrados)
En conjunto, estos resultados muestran una estructuración del promotor endógeno de
CD-E diferente en líneas que expresan y no expresan CD-E, siendo en las primeras mucho
más abierta, acorde con un estado transcripcional activo. Asimismo, en las lineas que
expresan CD-E hay numerosas posiciones protegidas in vivo, probablemente por la
interacción de factores de transcripción. Por otro lado, tanto el centro de la región E-pal
como el borde del sitio Ets de la región ECE parecen estar interaccionando con factores
nucleares en líneas celulares que no expresan CD-E.
2.5. Estudio comparativo de los promotores de CD-E Y CD-P de ratón.
Tal como se ha mencionado en la Introducción, la molécula de adhesión celular CD-P
coexiste con la CD-E en las células de la capa basal de la epidermis, mientras que en las
capas suprabasales desaparece la expresión de CD-P, manteniéndose la de CD-E. Por otro
lado, mientras que la CD-E suele desaparecer en los primeros estadios de la progresión
tumoral, la CD-P se mantiene, para desaparecer en los últimos estadios de la progresión,
carcinomas fusiformes. Estos hechos hacen suponer una regulación compleja de la expresión
de ambas moléculas, y la posibilidad de la existencia de mecanismos reguladores comunes
para las dos moléculas de adhesión.
Estudios previos de nuestro grupo sobre el promotor de CD-P de ratón (Faraldo y
Cano, 1993) indicaron que este promotor, al igual que el de CD-E, carecía de caja TATA y
en su lugar había una secuencia consenso iniciadora, en el sitio de inicio de la transcripción
(ver Fig. 36). Asimismo, se detectó la presencia de sitios potenciales de regulación, algunos
de ellos comunes con los existentes en el promotor de CD-E. Así, en el promotor de CD—P
existe una región rica en OC, en posición -101/-80, con un sitio consenso para SP 1 (-85) y
otro para AP2 (-95), y una caja CCAAT, situada en la misma posición (-65) que la del








































Fig. 36. Esquema comparativo de los promotores de ClIP-E y CD-P.
Parte superior: representación esquemática de las regiones 5’ de los genes de CD-P y CO-E. Se
indican los sitios de inicio de la transcripción (+1) y posibles elementos reguladores en ambos
promotores: regiones ricas en OC con sitios AP2 y SPI, cajas CCAAT, elemento E-pal y secuencia
iniciadora.
Parte inferior: Comparación de las secuencias de varios elementos comunes de regulación entre el
promotor de CD-!’ y el de CO-E, con indicación de su posición respecto al sitio de inicio dc la








Se empleó también el modelo de la carcinogénesis de piel de ratón para estudiar la
regulación de la expresión de la CD-P, puesto que esta molécula desaparecía en las líneas
celulares representantes del último estadio de la progresión maligna, CarB y MSCI lAS,
siendo positiva en el resto de líneas celulares de queratinocitos estudiadas (ver Fig. 8B y
Tabla VI). Estudios recientes de la actividad promotora de CD-P en estas líneas habían
mostrado que la actividad específica de tipo celular recaía en la región -200 a +47, y que
tanto la región rica en OC como la caja CCAAT ejercían un efecto positivo en la actividad
transcripcional. Asimismo, ensayos de footprinting in vitro mostraron que factores nucleares
de líneas que expresan y que no expresan CD-P se unían a la región rica en OC y a la caja
CCAAT (Faraldo el al., 1997).
Por tanto, nos propusimos estudiar si algunos de los mecanismos de regulación de la
expresión de ambas moléculas de adhesión podían ser comunes, en concreto a través de la
caja CCAAT o de la región rica en GC.
Se realizaron ensayos de retardo en gel en paralelo empleando como sondas
oligonucleótidos que incluían la caja CCAAT de los promotores de CD-P (CCAAT-P) o de
CD-E (CCAAT-E). Como se puede observar en la Fig 37, que muestra el patrón obtenido
con extractos nucleares de la línea PDV (CD-E y CD-P positiva), la sonda CCAAT-P originó
un complejo de retardo mayoritario con movilidad electroforética similar a la del complejo 1.
originado con la región homóloga de CD-E, aunque de mayor intensidad. Un exceso del
oligonucleótido CCAAT-E era capaz de competir parcialmente el complejo 1 originado con la
sonda CCAAT-P, mientras que un exceso del oligonucleótido CCAAT-P competía
exclusivamente el complejo 1 originado con la sonda CCAAT-E, pero no afectaba a los otros
dos complejos, tal como se ha comentado previamente (ver Fig. 24). Experimentos de
competición con oligonucleótidos con sitios consenso para factores de unión a CCAAT
mostraron que sólo el oligonuleótido de unión a CPl era capaz de desplazar parcialmente la
unión del complejo originado con la región CCAAT de CD-P (Fig. 37). Idénticos resultados
se obtuvieron con extractos nucleares de CarB (CD-E y CD-P negativa) (datos no
mostrados).
Estos resultados de competición cruzada indican que factores comunes,
probablemente relacionados con CP1, participan en el reconocimiento de la región CCAAT
de ambos promotores, mientras que factores adicionales, probablemente del tipo CP2 o
C/EBP, participan específicamente en la interacción con la caja CCAAT del promotor de
CD-E.
De igual modo se realizaron ensayos de retardo en gel y competiciones cruzadas
utilizando como sondas oligonucleótidos conteniendo las regiones ricas en OC de los
promotores de CD-P (GC-P) y de CD-E (OC-E). La figura 38 muestra el patrón que se
obtuvo con extractos de la línea celular HaCa4 (CD-P positiva y CD-E negativa). El
oligonucleótido GC-P originó dos bandas de retardo (1 y 2) con igual movilidad





oligonucleótido OC-E desplazó la unión de los dos complejos formados con la sonda de CD-
P, mientras que el oligonucleótido OC-P sólo desplazó la unión de los complejos 1 y 2
originados con la sonda de CD-E, pero no del complejo 3 (Fig. 38B), tal como se mostró en
la Fig. 25.
Los complejos 1 y 2, originados con la sonda de CD-P y la sonda de CD-E se
competían con un fragmento de OC-P que contenía sólo el sitio SPl (SPL-P) y con un
oligonucleótido con el sitio consenso de unión aSPi del promotor de SV4O (SP 1-SV4O). En
cambio, oligonucleótidos que contenían el elemento AP2 de OC-P (AP2-P) o del promotor
de 5V40 (AP2-SV4O) no eran capaces de desplazar la unión de ninguno de los dos
complejos generados. El patrón de competición generado con extractos nucleares de PDV
(CD-P positiva) y CarB (CD-P negativa) con la sonda OC-P fué prácticamente idéntico al
generado con extractos de HaCa4 (resultados no mostrados).
Para determinar la naturaleza de los factores nucleares que interaccionan con la región
rica en OC del promotor de CD-P, se realizaron experimentos de super-retardo con
anticuerpos específicos. En la figura 39 aparecen los complejos y bandas de super-retardo
obtenidas con la sonda GC-P, en comparación con los obtenidos con la sonda OC-E,
previamente mostrados (Fig. 26). Como se puede observar, cuando se empleó un anticuerpo
anti-AP2, el patrón de bandas originado con la sonda de la región OC del promotor de CD-P
era el mismo que cuando se utilizaba una IgO control. En cambio, el empleo de un
anticuerpo anti-SPl inducía la generación de una banda de super-retardo, a la vez que la
disminución de la intensidad de la banda 1, y en algunas ocasiones (CarB) también de la
banda 2.
Todos estos datos, junto con el hecho de que el factor SPL puro es capaz de
interaccionar ¡ti viti-o con las regiones OC-E y GC-P, mientras que el factor AP2 puro es
capaz de interaccionar con la región OC-E pero no con OC-P en ensayos de retardo en gel
(resultados no mostrados) y de footprinting in vitro (Fig. 27 y Faraldo et al., 1997),
sugieren que factores comunes del tipo SPí reconocen las secuencias ricas en OC de ambos
promotores de CD-E y CD-P, y que factores adicionales, del tipo AP2, estarían implicados
de forma específica en el reconocimiento de la región rica en OC de CD-E.
Estas analogías y diferencias en las regiones reguladoras CCAAT y OC de ambos
genes y en los factores que interaccionan con ellas nos plantearon la cuestión de si las
regiones eran intercambiables. Por tanto, diseñamos construcciones de promotores híbridos,
en los cuales las regiones reguladoras del promotor de CD-E se insertaron en posición 5’ de
secuencias reguladoras del gen de CD-P (Fig. 40).
La construcción -200P, que mostraba actividad específica de tipo celular, contiene
secuencias S’ del gen de CD-P acopladas al gen chivato luciferasa, incluyendo la región rica
en OC. La construcción -75P, que carece de la región rica en OC, mostró una actividad
transcripcional sensiblemente menor (de un 12% a un 34% de la actividad de -200P)
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Fig. 40. Efecto de la región rica en GC y del elemento E-pal del promotor de CD-E en la actividad
transcripcional del promotor de CD-P. En la parte izquierda de la figura se muestran las construcciones
empleadas en los ensayos de actividad. En las construcciones híbridas OC-EI-75P (panel A) y E-pal/-200P
(panel E), la región rica en OC proximal (-601-23) y el elemento E-pal de CD-E(-921-69), respectivamente,
se insertaron en posición 5’ de secuencias del promotor de CD-!’. La actividad luciferasa en cada
experimento se normalizó respecto a la actividad RSV- 3gal y se expresó como porcentaje de la actividad
del promotor de CMV en cada línea celular.
A. Efecto de la región rica en OC de CD-E en la actividad basal del promotor de CD-P en las líneas
celulares indicadas. Se indica en la parte inferior la relación de actividades entre la construcción mixta OC-
E/-75!’ y la construcción -75!’ CI-).
B. Efecto del elemento E-pal en la actividad del promotor de CD-!’ en las diferentes líneas celulares. En la








Para analizar si las regiones ricas en OC de CD-E y CD-? eran intercambiables, se
diseñó la construcción OC-E/-75P, en la que se insertó la región rica en OC proximal de
CD-E (-601-23) en posición 5’ de la construcción -75? del promotor de CD-P. Como se
aprecia en la Hg. 40A la región rica en OC de CD-E indujo un aumento del orden de 2 a 4
veces en la actividad de la construcción -75? en las distintas lineas celulares de
queratinocitos, originando valores de actividad del promotor de CD-? próximos a los de la
construcción -200? (de un 50% a un 80%). Estos resultados indican que la región rica en
OC de CD-E es capaz de sustituir parcialmente a la región homóloga del promotor de CD-P.
Asimismo, para analizar la posible influencia del elemento E-pal sobre la actividad de
un promotor heterólogo como el de la CD-P, se diseñó la construcción E-palI-200P (Fig.
40B), en la que se había insertado el elemento E-pal en posición S’ del promotor de CD-? en
la construcción -200?. La figura 40B muestra que el elemento E-pal indujo un moderado
efecto inhibidor en la línea HaCa4, mientras que en las otras líneas examinadas el efecto era
mucho menor o prácticamente nulo.
Todos estos datos sugieren que en la regulación de la expresión de ambas moléculas
existen mecanismos comunes, pero también mecanismos diferenciales, y que la regulación
de la transcripción del gen de CD-E de ratón probablemente sea más compleja e incluya




1. IMPLICACIÓN DE LA CD-E EN LA METÁSTASIS. RELACIÓN CON
LA MMP-9.
1.1. CD-E y propiedades tumorales: Papel en la metástasis.
Es un hecho demostrado que la molécula de adhesión celular CD-E está implicada en
el proceso tumoral en el sentido en que previene un comportamiento invasivo de las células
tumorales, y que su ausencia induce un aumento en la invasividad celular (Behrens el al..
1989; Frixen el al., 1991; Vleminckx el al., 1991). Este hecho está corroborado por diversos
estudios sobre la expresión de CD-E en muestras clínicas de carcinomas de distinto origen y
en lineas celulares derivadas de tumores donde la ausencia de CD-E se correlaciona con un
menor grado de diferenciación y una mayor capacidad invasiva (Frixen el al., 1991;
Bussemakers el al., 1992; Oamallo el al., 1993; Takeichi, 1993; Umbas et al., 1994; Oka el
al., 1996). En este sentido, los resultados obtenidos en este trabajo están en concordancia
con la mayoría de estudios sobre el tema: la falta de CD-E (inducida mediante el bloqueo de
su expresión por transfección con un cDNA antisentido de CD-E) induce en la línea celular
E24 una mayor capacidad invasiva iii vitro (Fig. 13).
La relación de la CD-E con el comportamiento metastásico, en cambio, no está tan
bien establecida. Algunos estudios sobre expresión de CD-E en lineas celulares tumoi-ales
indican que la presencia o ausencia de CD-E es independiente de la capacidad metastásica
(Bussemakers el al., 1992; Caulín el al., 1996). Por otro lado, numerosos estudios clínicos
indican que aquellos tumores con capacidad de metastatizar muestran menor expresión de
CD-E (Schipper el aL, 1991; Umbas el al., 1992; Mayer el al., 1993; Oka el al., 1993;
Katagiri el al., 1995;), mientras que también existen estudios clínicos en los que no se
observa dicha correlación (Oka el al., 1992; Oamallo el al., 1996; Zschiesche cí al., 1997).
Sin embargo, en nuestro conocimiento, tan solo existía un trabajo en el que se relacionaba de
forma directa la ausencia de CD-E con el comportamiento metastásico en líneas de cáncer de
mama (Mbalaviele el al., 1996). En este trabajo se muestra cómo la transfección de CD-E en
la línea celular de cáncer de mama MDA-MB-231, que provoca metástasis en hueso,
disminuye de forma considerable su agresividad y su capacidad metastásica.
Nuestros resultados muestran claramente que la pérdida de CD-E en la línea celular
E24, tumorogénica pero no metastásica, es capaz de provocar en la misma un
comportamiento metastásico (Tabla IV). En este sentido, es uno de los primeros trabajos.
junto con el del grupo de Mbalavile, en donde se muestra una correlación directa y causal
entre la presencia o ausencia de CD-E y la capacidad metastásica.
Debido a la naturaleza multicausal del cáncer y de la metástasis, esta correlación no
tiene porqué suceder siempre, ni en todos los tipos de carcinomas. El hecho inmoral y
metastásico depende de numerosos factores y de la combinación de los mismos, por lo que
uno sólo aisladamente (como puede ser la preseneta o ausencia de CD-E) no es suficiente
para poder predecir el comportamiento metastásico de un determinado tipo de tumor o línea
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celular. En cualquier caso, la presencia o ausencia de CD-E, si puede ser capaz, en algunas
circunstancias, de desviar la balanza en un sentido o en otro.
Así, ni siquiera en el sistema de la carcinogénesis de piel de ratón la presencia de CD-
E es siempre suficiente para evitar un comportamiento metastásico. De hecho, la línea celular
E62 expresa CD-E y es, en cambio, metastasica (Caulín et al., 1996). El comportamiento
metastásico de esta línea celular podría explicarse por los niveles elevados de y-Ha-ras que
presenta, a diferencia de E24 donde los niveles de y-Ha-ras son mucho menores (Caulín e>’
al., 1996). De hecho, se ha demostrado que células transformadas con ras se vuelven
tumorogénicas y en algunos casos metastásicas (Mareel e>’ al., 1991) y que los niveles de
Ha-ras corresponden muchas veces con el comportamiento maligno (Brissette e>’ al., 1993;
Chambers y Tuck, 1993).
Otra posible explicación para el hecho de que E62 sea metastásica es la posibilidad de
que exista una “downregulación” transitoria de la función o expresión de CD-E durante el
proceso metastásico, que permita a las células liberarse del tumor primario y poder migrar
por el torrente circulatorio. De hecho, el fenómeno de la inestabilidad de la expresión de CD-
E in vivo se ha evidenciado ya en otros sistemas. Así, Mareel e>’ al. (199 1) obtuvieron
evidencias de que factores del huésped iii vivo pueden inducir pérdida de CD-E: la línea
célular MDCK-ras-e (MDCK transformada con ras) que en cultivo expresaba CD-E de forma
homogénea y no era invasiva, cuando se inyectaba en ratones, se volvía invasiva y
metastásica, y tanto los tumores primarios como las metástasis eran heterogéneos, con zonas
donde se expresaba CD-E y zonas CD-E negativas. Cuando se cultivaban in vitro explantes
de estos tumores, después de varios pases las células expresaban CD-E homogéneamente.
Estos experimentos sugieren que en el huésped existen factores que pueden ‘downregular”
la expresión de CD-E. Esta heterogeneidad en la expresión en CD-E en relación con el
comportamiento invasivo y metastásico no es un hecho aislado y ocurre asimismo en líneas
de carcinoma de ovario en cultivo (Hashimoto e>’ al., 1989) y en carcinomas de diverso
origen (Shimoyama y Hirohashi, 1991a y 1991b; Bussemakers e>’ al., 1992). Otro posible
mecanismo es una disminución de la función de CD-E sin pérdida de expresión, por ejemplo
por mecanismos moleculares como fosforilación o defosforilación de las cateninas, que
pueden modular las interacciones celulares (Kerffler, 1993), o también por modulaciones en
los niveles de 13-catenina o plakoglobina, que pueden afectar a las rutas de señalización
mediada por ellas. Estos fenómenos podrían jugar un papel clave en la invasión y metastasís.
Si este es el caso, es lógico que al eliminar la CD-E, como ocurre en los
transfectantes antisentido de CD-E, las células puedan metastatizar mucho más fácilmente.
puesto que se favorecen las condiciones para escapar del tumor primario. Si a este hecho se
une además que con la pérdida de CD-E las células adquieren una mayor capacidad
degradativa de la matriz extracelular (como se discutirá más adelante), las posibilidades de
metastatizar son aún mayores.
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Para nosotros era importante, a la hora de otorgar a la ausencia de CD-E el papel
causal en la metástasis, analizar los niveles de y-Ha-ras, puesto que es posible que hubiera
una heterogeneidad poblacional en las células E24, y que por el proceso de la transfección y
selección con puromicina se hubieran seleccionado aquellas células con altas dosis de y-Ha-
ras. En este caso, no podríamos diferenciar entre los efectos producidos por altas dosis de y-
Ha-ras y los producidos por la ausencia de CD-E. Los análisis de Northern-blot (Tabla ½
demostraron que los niveles de y-Ha-ras no se habían alterado tras la transfección, y los
transfectantes mantenían niveles bajos de y-Ha-ras, similares a los mostrados por la línea
parental E24.
Por otro lado, tampoco creemos que los efectos observados puedan deberse a un
efecto inespecífico de bloqueo de la expresión de cualquier otro gen por el cDNA
antisentido, ya que la molécula de mayor homología presente en estas líneas de
queratinocitos, la CD-P, no veía alterada su expresión (Fig. 11 y Fig. 12B).
1.2. Mecanismos implicados en la mayor capacidad metastásica e invasiva
por la pérdida de CD-E: Papel de MMP9.
Puesto que los transfectantes antisentido eran más invasivos y metastásicos, nos
preguntamos si la simple pérdida de adhesión intercelular era suficiente para provocar el
comportamiento más agresivo de las células o si, por el contrario, la pérdida de CD-E
provocaba en las mismas algún cambio adicional que contribuyera a la malignidad. Como se
indicó en la Introducción, en el fenómeno metastásico juegan un papel esencial los procesos
de degradación de la matriz extracelular, en los que intervíenen principalmente proteasas del
grupo de las metaloproteinasas de matriz (MMPs) y el activador de plasminógeno tipo
urokinasa (uPA). Por ello, decidimos investigar la actividad de estas proteasas en nuestio
sistema celular.
Un estudio previo de Frixen y Nagarnine (1993) había puesto de manifiesto que el
tratamiento de células de carcinoma de mama con DECMA (un anticuerpo bloqueante de la
función de CD-E) inducía un aumento en los niveles de uPA secretado al medio extracelular,
que era el responsable de la mayor capacidad invasiva que presentaban las células tras el
tratamiento con DECMA. En este sentido nos pareció lógico pensar que un mecanismo
similar funcionara también en las células E24 transfectadas con el vector antisentido de CD-
E, y que un bloqueo de la función de CD-E indujera aumento en la secreción de uPA. Sin
embargo, la medida de actividad uPA en el medio condicionado y en el extracto celular
indicó que el uPA no parecía ser el responsable del aumento de invasividad en los
transfectantes antisentido de CD-E (Fig. 14). Las diferencias entre ambos estudios pueden
deberse a los diferentes sistemas experimentales: distintas proteasas pueden ser responsables
de la invasividad en tumores de distinto origen.
Por el contrario, el estudio de la actividad gelatinolítica de las líneas celulares de
queratinocitos sí reveló una interesante relación entre la presencia de CD-E y la actividad
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gelatinolitica MIVLP-9: aquellas lineas que expresaban CD-E apenas mostraban actividad
MMP-9 y las que no expresaban CD-E poseían una alta capacidad degradativa por MMP-9
(Fig. 15A y Fig. 16A). Por los sistemas experimentales empleados: transfección de CD-E en
una línea que no la expresa (HaCa4) y transfección de un cDNA antisentido de CD-E en una
línea que sí la expresa (E24) y análisis de los clones generados, ésto no parece una simple
correlación, sino una relación causal. Queda por determinar con exactitud si la regulación
ejercida por CD-E sobre la expresión de MMP-9 es a nivel transcripcional o post-
transcripcional, ya que, mientras en los clones originados por la transfección de HaCa4 la
expresión de CD-E induce una disminución notable en los niveles de mRNA de MMP-9
(Fig. 16B), el bloqueo de la expresión de CD-E en E24 (clones antisentido) sólo es capaz en
algunos casos (clon P1-5) de inducir un incremento considerable en los niveles de mensajero
de MMP-9 (Fig. 15B). Deben existir, por tanto, mecanismos postranscripcionales (por ej.,
estabilidad del mensajero o de la proteína, control de traducción o control de secreción)
responsables del aumento de actividad MMP-9 en los clones Pl-lO y PL-13. Esto sugiere
que el control que ejerce CD-E sobre MMP-9 se realiza a varios niveles, aunque el
mecanismo exacto lo desconocemos actualmente, y debe ser objeto de posteriores estudios.
En cualquier caso, parece que el aumento de la actividad MMP-9 en los transfectantes
antisentido se debe a un efecto especifico originado por la pérdida de adhesión mediada por
CD-E, y no a la simple pérdida de contactos celulares, ya que estas células siguen
manteniendo contactos entre sí, por la presencia de CD-P.
Nuestros resultados comparten cierta analogía con los obtenidos por el grupo de
Takeichi (Miyaki et al., 1995), que transfectó el cDNA de CD-E en una línea celular de
carcinoma de colon altamente invasiva. Algunas de las líneas generadas, además de presentar
menor capacidad invasiva mostraron un descenso significativo en la secreción de una
gelatinasa de 62 KDa, correspondiente con la MMP-2. Estos estudios, junto con los
resultados mostrados en esta Tesis, están de acuerdo con una regulación de MMPs por parte
de la CD-E. La diferencia en el tipo de MM? está de acuerdo con la idea de que diferentes
proteasas juegan un papel prioritario en diferentes tipos tumorales. De hecho, la línea
parental empleada en el trabajo de Miyaki no mostraba actividad gelatinolítica detectable
MMP-9. En nuestras líneas celulares de queratinocitos de ratón, el examen de otras MMPs
mostró que la principal gelatinasa expresada era MMP-9, mientras que los niveles de MIVIP-
2, MMP-3 y MMP-7 eran prácticamente indetectables, por lo que no creemos que jueguen
un papel esencial en este sistema de carcinogénesis química de piel de ratón.
Por otro lado, ya se había sugerido, en otros sistemas experimentales, que la
presencia de CD-E podía alterar la expresión de algunos genes, como es el caso de la
inducción de la expresión de proteínas desmosomales en una línea celular de epitelio de
retina tras la transfección con CD-E (Marrs e>’ al., 1995). Recientemente Larue e>’ al. (1996)
emplearon un sistema experimental, basado en la manipulación de células embrionarias senl
(ES), para demostrar que distintos tipos de cadherinas podían dirigir la formación (le
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distintas estructuras tisulares (epitelio por CD-E). Además observaron que la CD-E inducia
represión en la expresión del factor de transcripción mesenquimal T-brachiury, sugiriendo
que la presencia o ausencia de CD-E influye en una actividad génica específica.
Teniendo en cuenta estos datos, junto con los obtenidos en esta Tesis, es tentador
especular sobre un posible mecanismo por el que la CD-E participaría en la transmisión de
una señal que en último término tendría una consecuencia transcripcional, para poner en
marcha un determinado programa. Las recientes evidencias sobre la participación de la I~-
catenina en señalización celular (Gumbiner e>’ aL, 1995) permiten hipotetizar que la CD-E
actúa controlando los niveles de ~-cateninao plakoglobina libre que es encargada de
transmitir la señal al núcleo. En este sentido, seria de gran utilidad examinar en los
transfectantes antisentido de CD-E la distribución de ¡3-catenina y plakoglobina: nuclear,
citosólica o anclada a complejos de CD-? en contactos celulares.
2. MECANISMOS QUE CONTROLAN LA EXPRESIÓN DE CD-E EN LA
CARCINOGÉNESIS DE PIEL DE RATÓN.
El hecho de que en muchos carcinomas indiferenciados se pierda la expresión de CD-
E, y el posible papel causal que ésta tiene en la malignidad, hace que sea de gran interés el
estudio de los mecanismos que controlan la expresión de esta molécula. Además, el
conocimiento de tales mecanismos puede servir para comprender mejor las bases de la
expresión específica de tejido epitelial, ya que la CD-E se expresa exclusivamente en tejidos
epiteliales en el organismo adulto.
Estudios previos sobre el promotor de CD-E, empleando principalmente líneas de
carcinoma de mama y de glándula mamaria normal (Behrens e>’ al., 1991) habían mostrado
que un fragmento del gen de CD-E de ratón que comprendía las posiciones - 178/+92,
respecto del sitio de inicio de la transcripción, mostraba actividad transcripcional específica.
La especificidadepitelial vendría dada por el elemento palindrómico E-pal, que se proponía
que estimulaba la transcripción en lineas epiteliales y la inhibía en lineas que no expresan
CD-E. Sin embargo, no se observaron diferencias en los factores nucleares expresados por
líneas CD-E positivas y negativas por experimentos de unión a DNA in viti-o (footprinting iii
viti-o y retardo en gel) (Behrens e>’ al., 1991). Resultados similares se observaron con una
región homóloga del gen de CD-E humana (Bussemakers e>’ al., 1994a).
Nosotros pensamos que el modelo de la carcinogénesis de piel de ratón podía ser un
sistema útil para profundizar en el conocimiento de los mecanismos de control de la
expresión de CD-E, ya que proporciona una serie de lineas celulares que representan
distintos estadios de la progresión tumoral y donde la expresión de cadherinas se asemeja a
lo que sucede itt vivo durante la carcinogénesis de piel. Además, en concieto. el
conocimiento de los eventos transcripcionales que llevan a la línea celular E24 a reexpresar
CD-E podía ser de gran utilidad para comprender los mecanismos que inducen las
122
L)scus¡on
características peculiares de menor agresividad que muestra esta línea celulai- respecto a la
línea parental HaCa4.
Hay dos mecanismos principales que, a grandes rasgos, pueden hacer que un gen se
transcriba o se mantenga reprimido, que no tienen porqué ser excluyentes entre sí, y que, de
hecho, puede afectarse mutuamente: a) la presencia de una serie de factores trans (factores de
transcripción o cofactores) que pueden influir estimulando o reprimiendo la transcripción,
generalmente por interacción con la maquinaria basal de transcripción; y, b) la estructura
misma del DNA y la cromatina en la región que rodea al gen (factores que actúan en cis). En
este último caso, mecanismos como el empaquetamiento de la cromatina en nucleosomas o la
metilación endógena del DNA en islas CpO pueden reprimir la actividad transcripcional de
un gen (Cedar, 1988; Counts y Ooodman, 1995).
En el estudio de la regulación transcripcional del gen de CD-E de ratón abordado en
la presente memoria nos hemos centrado principalmente en los mecanismos que actúan en
trans, y en concreto a través de la región comprendida entre las posiciones -178/+92 del
promotor de CD-E, que había mostrado actividad específica en otros sistemas celulares
(Behrens eral., 1991).
2.1 - Región -178/+92. Elementos reguladores.
Los estudios de transfección transitoria en los queratinocitos de ratón mostraron que
la región - 178/+92 del promotor de CD-E posee actividad transcripcional específica celular:
es activa en líneas que expresan CD-E e inactiva en lineas de fenotipo fibroblastoide que no
expresan CD-E (Fig. 18). La línea epiteloide HaCa4, CD-E negativa, mantiene un cierto
nivel, aunque reducido, de actividad promotora. Este dato quizás puede tener relación con el
hecho de que, bajo ciertas circunstancias, esta línea celular puede reactivar la expresión de
CD-E, como ocurre esporádicamente en células aisladas en cultivo a confluencia o tras su
inyección en ratones desnudos (Navarro eral., 1991), indicando que la pérdida de CD-E no
es un hecho irreversible en esta línea celular.
Asimismo, hemos encontrado en esta región elementos reguladores positivos: región
rica en OC y caja CCAAT, así como secuencias reguladoras negativas, como el elemento E-
pal, que actúa en todas las líneas de queratinocitos examinadas. Estas observaciones están de
acuerdo con otros estudios sobre el promotor de CD-E en otros sistemas, si bien parece que
el elemento E-pal en células de carcinoma de mama que expresan CD-E juega un moderado
papel regulador positivo (Behrens e>’ al., 1991; Hennig e>’ al., 1996). Además, hemos
encontrado otra región reguladora, que a través de un sitio de unión a factores de la familia




2.1.1. Elemento represor E-pal.
El efecto represor del elemento E-pal es mayor en las líneas que no expresan CD-E y
es particularmente intenso en la línea fusiforme CarB (Fig. 19), representante del último
estadio de la progresión inmoral. Por otra parte, este elemento se encuentra protegido en
experimentos de footprinting itt vitro con extractos celulares de todas las líneas analizadas,
pero de forma diferente en lineas que expresan y que no expresan CD-E (Fig. 21). Los
experimentos de retardo en gel, sin embargo, muestran que en todas las líneas existe un
factor/es que forma un complejo similar que puede unirse a este elemento. Estas aparentes
discrepancias pueden explicarse por la existencia de factores similares pero con distintas
propiedades transcripcionales en lineas que expresan y no expresan CD-E, por
modificaciones diferenciales en el factor o por la interacción con diferentes cofactores. En
cualquier caso, los experimentos de footprinting ¡ti vivo (Fig. 34 y 35) indican que en las
líneas que no expresan CD-E, una de las pocas posiciones protegidas es la posición central
del elemento E-pal, lo que apoya la idea de un predominante papel represor del elemento E-
pal en células CD-E negativas.
La existencia de dos cajas E en el elemento E-pal sugieren que el potencial elemento
represor que se une a este elemento podría pertenecer al grupo de factores de transcripción
bHLH, que se unen a cajas E (secuencia consenso CANNTO). De esta forma, diferencias en
los tipos de factores, en los heterodímeros formados o en posibles cofactores o proteínas de
interacción darían cuenta del efecto diferencial entre lineas positivas y negativas.
Alternativamente, el posible factor de transcripción bHLH podría ser desplazado de su
interacción con el elemento E-pal, en mayor o menor medida por un inhibidor, ejerciendo así
el efecto represor. Los niveles y propiedades de este factor inhibidor serian los responsables
en este caso del efecto diferencial. Otra posible opción es que el factor/es que se unen al
elemento E-pal no esté relacionado con los factores de transcripción del tipo bHLH. Con los
datos que disponemos actualmente no podemos discernir cual de las posibilidades es la
correcta, aunque sí podemos hipotetizar sobre posibles mecanismos.
La hipótesis de un factor tipo bHLH cobra más fuerza si tenemos en cuenta los
efectos que la proteína de adenovirus Ela produce en algunas líneas celulares. Ela es capaz
de inducir una conversión hacia un fenotipo epiteloide en una variedad de líneas
fibroblastoides de diverso origen, y en concreto, induce la expresión de CD-E en una línea
celular de rabdomiosarcoma que no la expresaba (Frisch, 1994). En nuestro laboratorio
también hemos observado que Eta puede inducir la expresión de CD-E en la línea celular
MSCI lAS (Sánchez-Prieto e>’ al., 1996 y resultados no mostrados). Por otra pa¡-te, se ha
descrito que Ela es capaz de interaccionar con el dominio bHLH de algunos factores de este
tipo, como miogenina y E12, reprimiendo así la expresión promovida por estos factores e
inhibiendo la diferenciación miogénica (Taylor e>’ al., 1993). Por tanto, es tentador especular
que el mecanismo por el que Ela induce la expresión de CD-E en algunos sistemas es
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mediante la liberación del bloqueo en su expresión ejercido a través del elemento E-pal por
factores del tipo bHLH.
Por otro lado, la caja E situadaen lamitad 5’ del elemento E-pal contiene la secuencia
CACCT. Se ha descrito que el represor SEFí se une específicamente a estas secuencias
contenidas en algunas cajas E, compitiendo con los factores activadores bHLH por la unión
a la caja E y ejerciendo así un efecto represor (Sekido el al., 1994). El represor ~EFl se
expresa durante el desarrollo embrionario principalmente en derivados mesodérmicos
(miotomo) y tejido neural (notocorda) (SeUdo el al., 1994). La idea de un elemento represor
que compite con los factores activadores bHLH podría explicar el efecto regulador positivo
del elemento E-pal observado por el grupo de Birchmeier en líneas que expresan CD-E
(Behrens el al., 1991; Hennig e>’ al., 1996). Sin embargo, en nuestro sistema experimental
se observa un incremento en la actividad tras la mutación del elemento E-pal, también en
células CD-E positivas (Fig. 19). Estos datos sugieren más bien que el inhibidor tiene un
efecto represor per se y no por desplazamiento de un activador que actúe a través del
elemento E-pal.
La compartimentalización de los factores de la familia Myc/Max en las distintas capas
de la epidermis (Hurlin e>’ al., 1995a; Hurlin el al., 1995b; Gandarillas y Watt, 1995) junto
con su papel en procesos de diferenciación, proliferación y apoptosis (Amati y Land, 1994)
nos hizo pensar que estos factores, de la familia bHLH, pudieran intervenir en la represión
mediada por E-pal. Además, la posibilidad de formar heterodímeros con diferentes
miembros, que activan o reprimen la transcripción podría ayudar a crear el efecto diferencial
en células CD-E positivas y CD-E negativas. Sin embargo nuestros resultados preliminares
mediante estudios de cotransfección con miembros de esta familia (Tabla VIII) no nos
permiten confirmar esta hipótesis.
Por otra parte, en el elemento E-pal también existen sitios consenso de unión de los
factores tipo dedos de zinc Snail (Mauhin e>’ al., 1993) y Escargot (Fuse e>’ al., 1994)
descritos por primera vez en Drosophila, pero con funciones también en organismos
superiores. Los factores Snail y Slug son muy similares y tienen un patrón de expresión en
desarrollo muy peculiar, en zonas de migración de la cresta neural y en zonas de
invaginación del ectodermo para formar derivados mesodérmicos (Nieto e>’ al., 1994). Estos
datos nos inclinaron a pensar que factores del tipo Snail/Slug podrían participar en la
disminución de la expresión de la CD-E durante la progresión tumoral, que en cierto modo
es una transición epitelio-mesénquima. Los resultados obtenidos mediante cotransfección de
estos factores indicaron que quizás en la línea celular HaCa4 factores de este tipo pueden
jugar un papel en el bloqueo de la expresión de CD-E, pero no en lineas de queratinocitos
que expresan CD-E, como la línea celular MCA3D (Tabla VIII). De hecho, la transfección
estable de Snail, y en mayor medida de Slug, induce en la línea celular HaCa4 un cambio
hacia un fenotipo fibroblastoide, con pérdida de contactos y emisión de prolongaciones
citoplásmicas (resultados no mostrados), aunque no hemos estudiado con más detalle los
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cambios producidos. Estas observaciones estarían de acuerdo con resultados recientes en
células de vejiga de rata, NBT-II, que muestran que Slug puede jugar un papel en las
transiciones epitelio-mesénquima (Savagner et al., 1997). Sin embargo, en las líneas
MCA3D y PDV la transfección de Slug de forma estable provoca un incremento de los
niveles de CD-E y de CD-?, detectados por RT-PCR (resultados no mostrados, en
colaboración con A. Nieto, Instituto Cajal), hecho que está de acuerdo con los resultados
obtenidos en los experimentos de transfección transitoria en la línea MCA3D (Tabla VII). En
concordancia con el papel positivo que pueden tener factores de este tipo sobre la regulación
de CD-E en algunos tipos celulares, por ejemplo MCA3D, recientemente se ha demostrado
que el factor Escargot controla de forma positiva la expresión de CD-E en Drosophila
(Tanaka-Matakatsu e>’ al., 1996). La secuencia de unión a Escargot (0/ACAGOTO) contiene
una caja E y en células de Drosophila Escargotbloquea la activación transcripcional inducida
por un heterodimero de proteínas bHLH (Fuse et al., 1994), sugiriendo que Escargot puede
regular procesos dependientes de proteínas bHLH.
Todos estos datos dan una idea de la compleja naturaleza de las interacciones entre
factores de transcripción y sus inhibidores. La diferencia de comportamiento entre diferentes
líneas celulares puede deberse a la diferente combinación de factores endógenos que estaría
en relación con el estadio de diferenciación en que se encuentren, y podría promover la
conversión hacia un fenotipo mesenquimal o epitelial en cada caso.
2.1.2. La región GC y la caja CCAAT regulan positivamente la
transcripción.
Los ensayos de transfección transitoria del promotor de CD-E (Fig. 18 y Fig. 20)
indicaron que tanto la región rica en OC como lacaja CCAAT del promotor de CD-E actúan
como reguladores positivos de la transcripción de CD-E en las lineas analizadas. Aunque
todas lineas de queratinocitos poseían factores capaces de unirse a estas regiones, tal como
indican los ensayos de retardo en gel con las sondas CCAAT-E y OC-E (Fig. 24 y Fig. 25).
sin embargo deben existir diferencias en la naturaleza de los factores o cofactores que
interaccionan con estas regiones entre lineas CD-E positivas y CD-E negativas, como lo
evidencia el menor patrón de protección observado en los experimentos de footprinting ¡u
vi>’ro con extractos de líneas CD-E negativas (Fig. 21). Además, ¡ti vivo, estas regiones se
encuentran ocupadas por factores sólamente en aquellas líneas que expresan CD-E, tal como
lo evidencian los ensayos de footprinting ¡ti vivo (Fig. 34 y 35), lo que sugiere que estas
regiones sólo ejercen su efecto estimulador en estas líneas.
Los resultados de super-retardo en gel (Fig. 26) muestran con claridad que los
factores de transcripción SPl y AP2 son capaces de unirse a la región rica en OC de CD-E.




La aparente discrepancia en los resultados sobre unión de factores en los ensayos de
retardo en gel y de footprinting iii viti-o, pueden explicarse por la existencia en unas líneas y
otras de diferentes cofactores o factores de transcripción que modulen su interacción con el
DNA, y posiblemente también su actividad funcional, y que sólo en el contexto de una
región amplia de DNA pueda evidenciarse su efecto, originando un patrón de protección
diferente.
En cualquier caso, los factores de unión no parecen ser idénticos, como lo evidencia
el diferente patrón de competición de los complejos generados por la región OC con
extractos nucleares de PDV (CD-E positiva) y de CarB y HaCa4 (CD-E negativas) (ver Fig.
25). En este sentido, se ha descrito la existencia de diferentes isoformas del factor AP2,
reguladas durante el desarrollo (Meier e>’ al., 1995; Chazaud e>’ al., 1996; Moser et al.,
1997). De igual manera también se han encontrado diversas isoformas de SPL durante el
desarrollo embrionario de ratón (Saffer e>’ al., 1991), que sugieren que SPl podría tener un
papel en procesos de diferenciación, además de su papel general en la transcripción de genes
“housekeeping”.
Chen et al. (1997) proponen que la relación entre las concentraciones de SP 1 y AP2
puede modular la transcripción de la citoqueratina K3, que se expresa en las capas
diferenciadas del epitelio de la cornea. El promotor de la K3 contiene sitios solapantes SP 1
y AP2, donde SPí activa y AP2 reprime la transcripción. Cuando se inducen a diferenciar
células basales epiteliales indiferenciadas de córnea de conejo la relación de actividades
SPL/AP2 de unión a DNA aumenta, coincidiendo con la activación del gen de K3 y la
represión del gen de K14, citoqueratinas de capas diferenciadas y basales del epitelio de
córnea, respectivamente. Un mecanismo similar podría tener lugar en la epidermis. En este
sentido, el análisis por inmunoblot de los niveles de SP 1 en las distintas líneas de
queratinocitos no reveló diferencias en las cantidades de SPL, apareciendo en todos los
casos dos bandas, resultantes probablemente de diferente grado de fosforilación (Jackson e>’
al., 1990) (resultados no mostrados). Los intentos de detección del factor AP2 con el
anticuerpo de que disponíamos fueron fallidos. La idea de que AP2 pueda modular
negativamente la transcripción, compitiendo con Sp 1 por la unión al DNA, no es
contradictoria con nuestros resultados. Así, las mutaciones de las construcciones mut OC 1
y mut 0C2 (que son menos activas que la constmcción silvestre, Fig. 20) pueden afectar a
la unión a SPl, y no exclusivamente a la unión a AP2. Por otro lado, y por el hecho de que
los sitios de unión a SPI y AP2 de la región rica en OC son prácticamente solapantes (ver
Fig. 27), el efecto inhibidor de la cotransfección con el dominante negativo de AP2 (Tabla
IX), podría deberse también al desplazamiento de factores SP 1, y no sólo al
desplazamiento de AP2. En apoyo de esta hipótesis está el hecho de que el factor AP2
transmite los efectos de promotores tumorales tipo ésteres de forbol (lmagawa e>’ <¡1.,




Otro posible mecanismo de regulación de la actividad transcripcional de CD-E a
través de la región OC, es la posible interacción entre SPL y AP2 con miembros de la familia
Ets. Este mecanismo se disctutirá con más detalle en el siguiente Apartado.
2. 1 .3. Papel regulador negativo del sitio Ets.
Tanto los experimentos de footprinting itt vi>’ro y retardo en gel (Fig. 21 y 28) como
los experimentos de footprinting iii vivo (Fig. 34 y 35) sugieren la existencia de factores
que se unen al promotor de CD-E, en la que hemos denominado región ECE, de forma
diferencial en células que expresan y no expresan CD-E y que actuarían predominantemente
en células CD-E positivas. La identificación del factor/factores que interaccionan con esta
región como miembros de la familia Ets viene dada porque la mutación en el sitio EtsA que
existe en esta región impide la unión de los factores al DNA (Fig. 29), y además tiene un
efecto transcripcional en células CD-E positivas, induciendo un aumento en la actividad
promotora (Fig. 30). Este último dato permite suponer que el papel del elemento Ets en
estas líneas celulares es como modulador negativo de la transcripción.
El diferente patrón que muestran células CD-E positivas y negativas en
experimentos de footprinting itt vi>’ro y de retardo en gel, sugiere que este elemento pueda
tener alguna implicación en la expresión específica celular, y posiblemente también en la
expresión específica epitelial. De hecho, se han caracterizado muy recientemente miembros
de esta familiaexclusivos de células epiteliales, como los factores ESE- 1 y jen (Oettgen e>’
al., 1997; Andreoli e>’ al.,1997).
Se sabe que la mayoría de los factores tipo Ets establecen interacciones con otros
factores de transcripción, en muchos casos con API, para ejercer su efecto transcripcional
(ver Introducción , Aptdo. 6.3). Recientemente también se han encontrado promotores en
los que Ets actúa interaccionando con el factor de transcripción SPL (Gégonne ci’ al., 1993;
Dittmer ¿u’ al., 1994; Lee a al., 1996; Ansieau ci’ al., 1997). Los experimentos de
competición de la unión al oligonucleótido ECE mostrados en la Fig. 28C, junto con
resultados no mostrados nos inclinan a pensar que en el promotor de CD-E factores tipo Ets
están también actuando mediante interacción con otros factores de transcripción,
posiblemente SPí o AP2. Así, el complejo de retardo mayoritario formado con el
oligonucleótido ECE se competía específicamente con los oligonucleótidos consenso para
SPL (SPl-SV4O) y para AP2 (AP2-SV4O) y también en parte con el oligonucleótido
consenso de unión al factor CPl, pero no con otros oligonucleótidos probados irrelevantes
o de unión a otros factores de transcripción (resultados no mostrados). Estos resultados,
junto con los datos existentes en la literatura, sugieren que factores Ets están formando
parte de grandes complejos transcripcionales, implicados en la regulación fina de la
transcripción.
Por otro lado, se ha descrito que algunos factores de esta familia poseen un dominio
inhibidor de la unión al DNA (Wasylyk ci’ al., 1992). Este hecho podría explicar la
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competición por el oligonucleótido PEA 3 de la banda de mayor movilidad que aparece en
la Fig. 28C, así como el hecho de que esta banda no se defina con claridad en todos los
experimentos. Esta banda podría tratarse de un producto de degradación de Ets, quizás sin
el dominio inhibidor, y tendría propiedades de unión al DNA diferentes respecto al factor
completo que, además, estaría formando interacciones con otros factores nucleares. Por
tanto, esta banda podría ser competida más fácilmente por un oligonucícótido consenso
para factores Ets, aunque no por el oligonuclótido mutado.
Los intentos de identificación de factores Ets en experimentos de super-retardo, con
un anticuerpo anti-Etsí, fueron fallidos. Sin embargo, se ha descrito que en otros sistemas
celulares anticuerpos anti-Ets no interfieren siempre con la formación de complejos Ets
transcripcionalmente activos (Lee e>’ al., 1996; Wu et al., 1994).
Si el elemento Ets ejerce, como hemos indicado, un papel modulador negativo en
líneas que expresan CD-E (Fig. 30), cabría esperar, por tanto, que la transfección de ERM
indujera un descenso en la actividad transcripcional. Sin embargo, esto no ocurre así (Fig.
31). Una posible explicación para este hecho es que el factor ERM, exógeno, no es el
inhibidor endógeno que está actuando, sino que tiene propiedades diferentes, y ERM está
desplazando al inhibidor endógeno, liberando por tanto el efecto represor.
En este sentido, seria de gran utilidad conocer qué miembros de la familia Ets se
expresan en los queratinocitos de ratón analizados. Los estudios de inmunoblot realizados
(Fig. 32) no permiten distinguir entre los diferentes miembros de la familia y, además, el
anticuerpo empleado no es capaz de detectar a todos los miembros de esta amplia familia.
Por tanto, sería útil realizar ensayos de Northern-blot o de RT-PCR con sondas específicas
para cada miembro de la familia. Es interesante destacar que Baert ci’ al. (1997) han
encontrado alta expresión de los miembros de la familia Ets, ERM y ER8 1 en lineas de
carcinoma de mama que son CD-E negativas, mientras que otras lineas de carcinoma de
mama que son CD-E positivas no muestran expresión de ninguno de estos dos factores. Si
la presencia o ausencia de estos factores puede tener alguna consecuencia en la
transcripción de CD-E aún está por determinar.
Por otra parte, los resultados mostrados en la figura 31 para la línea celular HaCa4,
parecen indicar que factores de esta familia también pueden regular la actividad
transcripcional en líneas CD-E negativas como HaCa4, pero a través de sitios diferentes al
sitio EtsA. ERM también fué capaz de aumentar la actividad promotora de la construccion -
58 en HaCa4 (resultados no mostrados). El análisis de secuencias contenidas en esta
construcción indicó la presencia de otros sitios posibles de unión a Ets entre las postctones
+80 y ±30,que unían proteínas nucleares en experimentos de retardo en gel (datos no
mostrados) que quizás pudieran ser los responsables del efecto transcripcional ejercido por
ERM en la línea HaCa4.
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2.2. Promotor endógeno de CD-E. Mecanismos reguladores de su
transcripción en queratinocitos de raton.
El estudio de la metilación endógena del DNA en diferentes lineas celulares de
queratinocitos de ratón indicó que el DNA está metilado en la región 5’ del gen de CD-E en
todas las líneas celulares analizadas (Fig. 33), independientemente de su nivel de expresión
de CD-E. Estos resultados contrastan con los obtenidos por los grupos de Hirohashi y
Baylin (Yoshiura ei’ al., 1995; Oraff e>’ al., 1995) que observaron metilación endógena en la
región 5’ del gen de CD-E en lineas humanas de carcinomas desdiferenciados de distinto
origen que no expresaban CD-E, pero no en líneas de carcinomas diferenciados, CD-E
positivas, ni en tejido normal de mama. Además, estos autores observaron que algunas
lineas eran capaces de expresar CD-E tras el tratamiento con el agente demetilante 5 -aza-
citidina, por lo que sugieren que la metilación endógena del DNA alrededor de la región
promotora de CD-E es uno de los mecanismos principales que reprimen su expresión en la
carcinogénesis. Asimismo, el grupo de Birchmeier también observó metilación endógena en
algunas lineas humanas de carcinoma CD-E negativas y en fibroblastos de ratón NIH3T3,
pero no en líneas humanas de carcinoma CD-E positivas ni en una línea epitelial de glándula
salivar de ratón, CSO (Hennig ei’ al., 1995). Sin embargo, también se había indicado que
líneas de carcinoma de mama desdiferenciadas CD-E negativas mostraban menor grado de
metilación que las diferenciadas (Frixen ei’ al., 1991). Esta, en general, aparente discordancia
con nuestros resultados puede deberse a los diferentes sistemas experimentales empleados:
nuestros estudios se centran en lacarcinogénesis de piel, mientras que ninguno de los otros
grupos estudió queratinocitos o pieles normales o tumorales. Por otra parte, Ji et al. (1997)
aporta datos sobre la regulación del gen de CD-E humano que sugieren que el estado
endógeno de metilación no es tan esencial para la expresión o no de la CD-E: en sus manos
el tratamiento con 5-aza-citidina de lineas de carcinoma de mama CD-E negativas no induce
la expresión de CD-E. En cambio, estos autores observaron que la región 5’ proximal del
gen de CD-E humano muestra actividad específica en ensayos de transfección transitoria en
lineas de carcinoma de mama, indicando que durante la progresión tumoral existen
alteraciones de los factores que actúan en trans, que conducen a la inhibición de la expresión
de CD-E.
En cualquier caso la metilación del DNA, no tiene porqué estar siempre relacionada
con represión transcripcional, y puede jugar variados papeles en la carcinogénesis (Counts y
Goodman, 1995). Así, en algunos casos la metilación puede favorecer la expresión génica
por un mecanismo de “imprinting”, como ocurre en el gen de lgf2r (Stóger e>’ al.. 1993).
Otras veces, la metilación de algunos residuos CpO previene la metilación de islas CpG
próximas, como ocurre en un sitio de unión aSPi del promotor del gen ‘housekeeping’ ap¡t
(Macleod ei’ al., 1994). Por otro lado, se ha demostrado que algunos factores, como SP 1
(Hóller e>’ al., 1988) o YYl (Gaston y Fried, 1995), pueden unirse al DNA y activar la
transcripción a pesar de que esté metilado. En este sentido, la metilación de la posición -56
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del promotor de CD-E observada en el presente trabajo, que corresponde con la región rica
en OC de unión a SN y AP2, en las líneas de queratinocitos analizadas (Fig. 33), no tiene
porqué impedir la unión de dichos factores nucleares y de hecho esta posición se
corresponde con un sitio de hipersensibilidad en los experimentos de footprinting ¡o Vivo
(Fig. 34 y 35).
Por otro lado, los experimentos de footprinting itt vivo (Fig. 34 y 35) muestran que
los sitios de regulación postulados mediante ensayos itt vii’ro o con un promotor exógeno
están, en efecto, ocupados ¡ti vivo por factores, y esencialmente en células que expresan
CD-E. El papel represor del elemento E-pal en células CD-E negativas se vería reflejado por
la protección en estas líneas de la posición central de esta secuencia. Por otra parte, estos
experimentos sugieren la existencia de otros posibles sitios reguladores. Destacan las
posiciones -1691-167, -1231-126 y -117/-liS, donde la existencia de sitios consenso de
unión a factores Ets y SN hace pensar en la posibilidad de que estén actuando complejos
mecanismos reguladores. Por otra parte, es sugerente la similitud de las secuencias
protegidas - 167/- 169 y - 117k 118 (OGAAGT).
Todos los resultados sobre el promotor de CD-E mostrados en esta Tesis, en
conjunto, permiten hipotetizar sobre un modelo de regulación transcripcional de dicha
molécula (Fig. 41). En células epiteliales, que expresan CD-E (Fig. 4 lA), factores de
unión a la región OC (SPí y AP2) y a la caja CCAAT, ejercerían un efecto transcripcional
positivo, que estada modulado por la interacción con factores tipo Ets. El factor de unión al
elemento E-pal no seria capaz de bloquear la transcripción, probablemente debido a la
naturaleza del complejo multitranscripcional formado por los otros factores.
Por otra parte, en células epiteloides o fusiformes, que representan estadios mas
avanzados de la progresión, y son CD-E negativas, el papel del elemento represor E-pal sería
el predominante. En estas líneas también existen factores tipo SPL y AP2, pero no se unen a
la región rica en OC de forma endógena, quizás por la existencia de factores Ets con
diferentes propiedades a los de las lineas CD-E positivas.
2.3. Mecanismos de regulación comunes y diferenciales de los promotores
de CD-E y CD-P.
Los promotores de CD-E y CD-? son muy similares en sus secuencias (ambos
carecen de caja TATA y poseen una región rica en OC y una caja CCAAT) y comparten
mecanismos de regulación. Sin embargo, los resultados obtenidos en este estudio sugieren
que se regulan además por mecanismos diferentes. En concreto podrían intervenir factores
comunes tipo SPI y CPl, a través de la región rica en GC y la caja CCAAT de ambos
promotores, respectivamente. Específicamente en la regulación del promotor de CD-E
participaría el factor de transcripción AP2 y factores tipo CP2 y C/EBP, también a través de




La diferente regulación de ambos promotores puede relacionarse con el diferente
patrón de expresión que tienen ambos genes en la epidermis: CD-? restringida en la capa
basal proliferativa y CD-E expresada en capas basales y suprabasales (Nose ei’ al., 1986;
Fujita et al., 1992).
La mayor complejidad de la regulación transcripcional de CD-E, con la existencia,
por ejemplo, del elemento palindrómico E-pal, que tiene un papel represor predominante en
células que no expresan CD-E, sugiere que este gen requiere una regulación muy fina,
controlada por varios mecanismos. Además, los datos aportados en esta Tesis sugieren la
participación de miembros de la familia Ets que formarían complejos transcripcionales
capaces de modular laexpresión de CD-E en los queratinocitos de ratón. En conjunto, todos
estos resultados sugieren que no son los factores de transcripción aislados los que
determinan el efecto transcripcional, sino la interacción de los factores entre si y las
interrelaciones que pueden establecer.
El conocimento de estos mecanismos puede ser de utilidad para intervenir en los
procesos tumorales donde existe pérdida de CD-E que, como se ha indicado, puede
contribuir a la adquisición de un fenotipo tumoral más agresivo. Por otra paí-te, los
mecanismos de pérdida de expresión de CD-E en la carcinogénesis podrían ser comunes con
los que ocurren durante el desarrollo embrionario, en las transiciones epitelio-mesénquima y
su conocimiento puede aportar nuevos datos sobre el control de la expresión durante el




1. El bloqueo de la expresión de CD-E en la línea celular de queratinocitos de ratón E24,
que es tumorogénica pero no metastásica, induce en la misma un fenotipo invasivo y
metastásico sin alterar los niveles de y-Ha-ras.
2. La CD-E controla negativamente la actividad de la gelatinasa MMP-9 en líneas de
queratinocitos de piel de ratón. Este aumento en la actividad MMP-9 puede ser el
responsable de la mayor capacidad invasiva y metastásica que poseen las células cuando
pierden la CD-E.
3. La región -1781+92, respecto del sitio de inicio de la transcripción, del gen de CD-E de
ratón presenta actividad transcripcional específica en líneas de queratinocitos de ratón.
4. La región rica en OC del promotor de CD-E (-58/-32), que une los factores nucleares
SPl y AP2, y la caja CCAAT (-65), que une factores relacionados con CPI, CP2 o
CIEBP, juegan un papel regulador positivo en la transcripción de CD-E, y están ocupadas
¡ti vivo por factores nucleares solamente en las lineas de queratinocitos que expresan
CD-E.
5. El elemento palindrómico E-pal (posiciones -86/-75) controla la transcripción de forma
negativa, siendo el efecto represor mucho más fuerte en las lineas que no expresan CD-E.
¡u vivo la posición central de este elemento está ocupada en todas las lineas de
queratinocitos estudiadas.
6. El elemento de unión a Ets de la posición -95 regula negativamente la transcripción en
aquellas líneas analizadas que expresan CD-E, posiblemente mediante la interacción con
otros factores o cofactores nucleares. Endógenamente esta región está ocupada de forma
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ratón no es debida a metilación endógena de la región 5’ proximal del gen de CD-E.
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adicionales actúan sobre el promotor de CD-E, sugiriendo que la regulación transcripcional
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Analysis of the E-Cadherin and P-Cadherin Promoters in
Murine Keratinocyte Ceil Lines From Different Stages of
Mouse Skin Carcinogenesis
María Luisa M. Faraldo’, Isabel Rodrigo,1 Jurgen Behrens/ Walter Birchme¡er/ and Amparo Canoí*
1lnstituto de Investigaciones Biomédicas, Consejo Superior de Investigaciones Científicas, Departamento de Rioqufin ita,
Universidad Autónoma de Madrid, Madrid, Spain
2Max-Delbrñck Centruin /flr Molekulare Medizin, Berlin, C
1ennany
We previously isolated tites’ upstream sequences of tite mause P-cadherin gene, in which putative binding
sites for several transcription factors were identified between nt —101 and +30. In the study reported itere, tite
promoter activity of the postulated 5’ cis-acting sequences of tite P-caditerin promoter, and tite activity of tite
proximal E-cadherin promoter were investigated in several murine keratinocyte ceil unes showing different
leveis of P- and E-cadherin expression as weIl as different morpitology and turnorigenic behavior. Cell-type
specificity and optimal activit>’ of P-cadherin expression in murine keratinocyteswas conferred by 5 sequences
located between nt —200 and +30, and the GC-rich region (nt —101 to +80) and a CCAAT box element (nt —65)
had a major requlatory role. The cell-type specificity of tite E-cadherin promoter, on tite otiter itand, was
mediated by a combination of positive regulatory elements, a GC-ricit region (nt —58 to —24), and a CCAAT box
(nt —65) and repressor elements inside tite E-pal sequence. lnterestingly, the maximum repressor effect of tite
E-pal element was observed in non-expressing undifferentiated spindle celís. In vitro binding studies indicated
that tite GC-rich region of the P-cadherin promoter was mainly recognized by Spl-related nuclear factors,
whereas both AP2- and Spl-related factors were involved in the interaction of tite GC-rich region of tite E-
caditerin promoter. Common factors (probably related to tite CP1 family> seemed also to be involved in tite
recognition of the CCAAT-box element of botit tite E- and P-cadherin promoters, but additional specif¡c factors
participated in tite interaction with tite CCAAT box of tite E-cadher¡n promoter. Our studies also support tite
hypothesis that loss or modification of sorne of the regulatory factors occurs during mouse skin tumor progres-
sion. Mo!. Carcinog 20:33—47, 1997. © lS9YWiiey-Liss. inc
Key words: caditerin expression; tumor progression; nuclear factors; regulator>’ elements
INTRODUCTION
Cadherins are major calciurn-dependent ceil-celí
adhesion molecules whose involvement in morpho-
genet¡c ami pathological processes has been exten-
sivel>’ studied in tite last decade [reviewed in 1,2]. It
is present¡y assurned that cadherins constitute a gene
superfamily in whicit four of tite best characterized
members, presently called “classical” cadherins [3],
were first ¡dentified by their specific tissue distribu-
tion: E-cadherin (epithelial) [4—6],P-cadherin (pía-
cental) [71, N-cadherin (neural) rsi, and liver ceil
aditesion molecule (L-CAM) (chicken ¡¡ver) [9]. Al-
though P-cadherin has tite highest hornology to E-
caditerin (58% amino acid identity), both molecules
exhibit a specif¡e tissue distribution, with P-cadherin
being highly expressed in sorne epititelial as well as
non-epititelial tissues 110]. Tite diflerential expres-
sion of E- and l’-cadherin is maintained even in sorne
epithelia in whiclm tite two cadherins coexist: for in-
stance, fi tite epidermis, E-caditerin is expressed in
alí living celís, inclucling basal, spinous, and granu-
lar celís, witereas P-cadherin is restricted to tite basal
celí la>’er of tite epidermis 17,111.
During embryonic development, cadherin expres-
sion occurs very early, and a specific spatio-tempo-
ral program for tite different members rnust be
completed for correct morpitogenesis of tite embryo
[1,10]. in tite adult organism, the specific expression
of cadherins plays also an important role in tite main-
tenance of tissue architecture. lnterestingly,
missexpression of cadherins occurs during tite tum-
origenie processes and may in part explain tite dis-
ruption of ceil-celí association tbat frequently takes
place in tumor celis. Specifically, downregulation of
E-caditerin has been reported in a high variety of
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human epititelial tumors and in animal models [re-
viewed in 2,12], andan ant¡-invasive role has been
proposed for this molecule. In general, expressiOfl of
E-caditerin in carcinomas is stronglycorrelated with
tite differentiation grade of tite tumors [2]. ln con-
trast, P-cadlierin expression, altitougit initialí>’ asso-
ciated with tite maintenance of the proliferative
compartment in sorne tumors and normal epititelia
[13,14], has also been related to tite segregation of
basal celí layers and tite arrangement of epidermal
celís in sorne skin appendages during ernbryonic
development [11]. Our prev¡ous studies and titose
of otiter groups on E- and P-caditerin expression in
mouse skirt carcinogenesis indicated differential al-
terations in both molecules witit tumor progression:
downregulat¡on of E-cadherin occurs in squamous
celí carcinomas and in progressing papillomas,
whereas increased expressionof P-cadherin is observed
in papillomasand squamous ceil carcinomas, and both
molecules are completely suppressed in fully undif-
ferentiated spind¡e celí carcinomas [15—17].
To understand tite regulation of cadherin expres-
sion during normal development and neoplasia, it
is important to study tite regulatory elements titat
control caditerin gene expression. lite genomie or-
ganizations of E- [18], P- [19],and N.caditerin [20]
and of L-CAM [21] were previously reported. Analy-
ses of tite E-caditerin promoter and regulatory ele-
ments itave attracted great interest in recent years
and itave led to tite iclentification of positive (GC-
ricit region asid CCAAT box) and negative (E-pal)
elements in tite 5’ proximal sequences (nt —94to +1>
[22—25]and an epititelial enhancer in tite first in-
tron 125]. With tite exception of L-CAM [26,27],
much less is known about tite regulation of tite
caditerin genesand in particular about tite P-caditerin
promoter. A previous study analyzed the role of dis-
tal 5’ sequences asid of two large regions of tite
second intron of tite P-caditerin gene in tite tran-
scriptional activity, wititout sitowing any apparent
cell-type specificity [28].We previously cloned about
1 kb of tite 5’ sequence of titemouse P-cadher¡si gene
and characterized tite trasiscription start siteand tite
first, small intron [29].Sequence asialysis showed that
tite 5 proximal P-caditerin promoter region has sorne
similarities to tite monse E-cadherin promoter, such
as tite absence of a TATA box asid tite presence of a
CCAAT box (sit —65) and a GC-ricit region (nt —101
to —80) containing potential bisiding sites for Sp1 and
AP2 transcription factors, btít titey dilfer in tite ab-
sence of a palindromic element (E-pal) in tite P~
caditerin promoter 129].
In tite study reported itere, we analyzed tite in-
volvement of tite previously postulated 5’ proxima¡
cis elements on titeact¡vity of tite mouse P-caditerin
promoter and tite activ¡ty of tite proximal E-caditerin
prornoter in severa¡ monse sitin carcinogenesis kera-
tisiocy,te ccli lines that exitibit different P- and E-
cadherin expression levels, pitenotypic beitavior, ami
degrees of tumorigenicity [15]. The results indicated
titat tite 5’ GC-ricit sequences (witich are recognized
by Spl-related factors) and tite CCAATregions of tite
P-cadherin promoter were involved in cell-type speci-
ficity and optimal activity. A more complex pattern
of regulation existed in tite E-caditerin promoter,
involving positive regulatory elements (5’ GC-rich
and CCAAT regiosis) asid repressor elements (E-pal),
the latter mainí>’ acting in non-expression undiffer-
entiated spindle carcinoma celís. Comparisonof tite
GC-rich asid CCAAT regions of tite E- and P-caditerin
promoters in murine keratisiocytes also revealed tite
existence of common regulatory factors (Spl and CP1
related) in botit promoters, of additional specific fac-
tors for tite recognition of tite E-caditerin promoter,
and of involvement of AP2-related factors in titeGC-
ricit region. Modification of sorne of tite factors or
alterations in titeir isiteraction witit coactivaters
seemed to be involved in tite downregulation of E-




Tite origins of tite mouse epidermal keratinocyte
lisies used itere (MCA3D, PDV, HaCa4, and CarB)
were previously described [15,30] (fable 1). Tite celís
were routisielygrown in Ham’s F-12 mediurn supple-
mented witit amino acids and 10% (v:v) fetal calf
serum (GII3CO Ltd., Paisley, Scotland) at 37’C in a
itumidified 5% CO2 atmosphere. For tite transient
trasisfection assays, titis medium was replaced witit
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM, GIBCO
Ltd.) also supplemesited witit 10% fetal calf serum.
Plasmid Constructions
To obtain tite differesit P-caditerin promoter con-
structs, appropriate fragmentsto be inserted into re-
porter plasmids were obtained from tite plasmid pPS,
a genom¡c done contaisiisig P-caditerin nt —1060 to
+3300 [29], after subclonirig of tite—10601+285 Sací-
Sphl fragment asid digestion witit exosiuclease 111,
witich gaye a common 3’ end to most of tite frag-
mesits (nt ±47),except for tite AAP2 construct (see
below). Digestion witit suitable restriction en-
zymes made tites’ esids of tite different fragments
at nt —200, —75, and —25. Tite fragments were in-
serted into tite promoterless reporter plasmid pXP1
[31]upstream tite luciferase gene. Tite AAP2 construct
was obta¡ned from tite —200 cosistruct by digestion
witit exosiuclease III of nt +14 to +47 of tite promoter.
Titese different constructs are sitown scitematically
in Figure lA. Tite different E-cadherin promotercon-
structs, witicit contained several deletion fragments,
tite mutated E-pa¡ sequence, or two independent
subregiosis of tite GC-ricit region (CCI and CCII) of
tite E-cadherin promoter, were derived from tite dc-
letion construct —1781±92cloned into tite vector
E- ANO P-CADI4ERIN PROMOTERS 0V MOUSE KERATINocYTFS
Table 1. Citaracteristics of Epiderrual Keratinocyte Cdl [mes Used
Ccli inc Origin Morphoiogy*
Expressiont
TumorigenicitytE-caditerin P-cadherin
MGA3D Primary epidermal culture
treated with DMBA
E ++
PDV Primar>’ epidermal culture
treated with DMBA
E ++ ±±± +
HaCa4 Derived (ram a squamous
ceE carcinoma
Ed — ++ ++
CarB Derived from a spindie
ccii carcinoma
F — — ++
‘E, episheilal; Ed, epithelioid; F, fibroblastoid
tRelative leveis estimated by northern biot anaiysis liS].
‘Tumorigenic hehavior was ana[yzed by injection into nu/nu mico and
pCAT basic and were previously described in detall
[22,25]. The E-pal sequence was mutated to
CACC1TI’AGCTC asid tite GCI asid GCII subregiosis
were mutated to GCCG’ITITC asid TI’CTGCGGG,
respectively [25].Tite construct containing a deleted
E-pa¡ sequence (A-Epal) was obtained from titedele-
tion construct —178/+92 by removal of the nt —99 to
—79 Pstl fragment, blunt ended witit T4 DNA poly-
merase, asid religated. Tite various E-caditerin pro-
moter constructs used are schematically represented
in Figure 2A and Table 2. lite itybrid GC.EI—75 pro-
moter was obtained it>’ introduction of a dosible-
stranded oligotiucleotide containing tite complete
GC-rich region from titeE-cadherisi promoter (nt —60
to —23) into the —75 construct of the P-caditerin pro-
moter by using tite 5’ BamHI restrictiosi site. lite hy-
brid E-pal/—200 construct was obtained by insertion
of a double-stranded oligonucleotide containing tite
E-pal sequence from the E-cadherin promoter (nt —92
to —69) in tite Xitol restriction site located upstream
of tite —200 construct of tite P-cadberin promoter.
Transient Trasisfection Assays
Tite Ham’s F-12 medium, inwhicit celís were grow-
ing at about 25% confluence, was replaced with
Dulbecco’s modified Eagle’s medium 4—6 it before
trasisfection. Celís in 6-cm celí-culture dishes werc
transfected by tite calcium phospitate precipitation
metitod with 5 gg of tite different luciferase or
citlorampitenicol acctyltrasisferase (CAT) reporter
constructs. In tite P-cadherin promoter analysis,
trasisfection efficiesicy was monitored by cotrans-
fectiori witit 4 ¡¡g of tite plasmid pCH11O (Promega
Corp., Madison, WI), witicit contains tite Escherichia
coIl lacZ gene under tite control of tite simian virus
40 (SV4O) promoter or tite plasmid RSV-CAY 1321,
whicit cositaisis tite reporter gene for CAY under tite
control of tite Rous sarcoma virus promoter. For tite
E-cadherin promoter analysis, trasisfection efficiency
was monitored by cotransíection with 2.5kg of CMV-
Luc plasmid which contaisis tite reporter luciferase
gene under tite control of tite cytomegalovirus pro-
moter ¡331 Sixteen itours after tite addition of tite
estimated from the number of tumors and iatency periods 115301.
precipitate, tite celís were washed witit pitospitate-
buffered salme, asid tite mediurn was replaced witit
fresh Ham’s F-12. After an additional 24 it, tite celís
were itarvested asid resuspended in 0.25M Tris HCl,
pH 7.5, asid ccli extracts were obtained by threecon-
secutive freeze-and-titaw cycles. For P-caditerin pro-
moter trasisfectiosis, 3-galactosidase activity (in 50
pi of celí extracts) or CAY activity (in aliquots con-
taisiing 20 pg of protein) were first determined as
described previously [34,35], asid cell-extract aliquots
witit equivalcnt 3-galactosidase or CAT activities were
titen assayed for luciferase activity with a kit
(Prornega Corp.). Tite activities driven it>’ tite differ-
ent P-caditerin promoter constructs were compared
witit that produced by tite CMV-Luc reporter pías-
mid in tite different cdl lisies asid expressed as tite
percentage of CMV-Luc activity. Tite basal activity
of tite promoterless pXPI plasmid was also deter-
mmcd. For E-caditerin promoter trasisfectiosis, tite
luciferase activity of celí extracts were first analyzed
as clescribed aboye, and aliquots containisig equiva-
¡cnt luciferase activity were titen analyzed for CAT
activity as described previously [35]. Tite activities
driven it>’ tite different E-caditerin promoter con-
structs were compared witit titat produced by tite
pCA’F-control vector, witicit contaisis tite CAT gene
under tite control of tite SV4O promoter, in tite dif-
ferent cdl lisies asid expressed as the percentage of
SV4O-CAT activity. The basal activity of tite
promoterless pCAT-basic vector (PromegaCorp.> was
also determined asid subtracted.
Gel Retardation and In Vitro Footprintin9 Assays
Nuclear extracts were prepared from tite different
keratinocyte cdl lisies as previously reported for HeLa
cells [361.Cel retardation assa>’s were performed ba-
sicalí>’ as previously described [371,witit some modi-
ficatiosis in tite DNA-proteisi isicubation buffer
(witicit was 20 mM HEPES, pH 7.9; 60 mM KO; 10%
glycerol; 0.1 mM EDTA; 2 mM MgCI
2; and 1 mM
dititiotitreitol). As a nonspecific competitor, 1 ¡zg of
poly(dl-ÉC) (Bocitringer Manniteim SA., Barcelona,






































Figure 1. (A) Schematic representation of the different con-
structs obrained with deletion fragments of tite P-cadherin 5
upstream region (—1060, —200, —75, —25, and áAP2) fused to a
uciferase reporter gene in tite pXP1 promoteriess vector os
described in Materjais and Methods. Shown are potential bind-
ng sites for the transcription factors Spl (~). and AP2 (~)
and the CCAAT box ~lfl>The arrow shows the transcription
initiation site. (B) Promoter activity of ihe different constructs
of ihe P-cadherirt promoter in the indicated keratinocyte cotí
HaCa4
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unes. The uciferase activity of tite different deletion constructs
was normalized to ~-galadosidase or dAT activity in the sarne
extract and is represented os the percentage of tite activity
driven by the cytomegalovirus promoter <dMV-Luc) o each ceil
une. The various P-cadherin deletion constructs are indicated
beiowthe bars; luciferase activity driven by piasmid pXP1 <0 is
also represented The results shown are average values from
three to 10 independent experiments performed in duplicate.










Table 2. Effects of Mutations in tite CG-Rich Region













tlhe activity of the E-cadherin promoter, estimated as described in
Figure 2 is expressed relative to the —178 construct o each celí une.
o nuniber of independent experiments perfornied o dupiicate.
tconstructs containirtg nt —178 to +92 of the E-cadherin promoter
were analyzed. The sequence of the GC-rich region (nt —53 te —32)
of the wild-type art GCi and GCuI mutarits is indicated.
RESULTS
Promoter Activity of tite 5 Flanking Regions
of tite Mouse P-cadherin and E-caditerin Genes
in Mouse Keratinocyte
Our previous study of 5’ sequences of tite mouse
P-caditerin gene revealed several putative binding
sites for trasiscription factors in tite proximal region:
a CC-ricit region (nt—lot to —80> containing poten-
0.4 044 tial binding sites for Spl (nt —85> and AP2 (nt —95), aCCANI box (nt —65), asid an additional AP2 bindisig(014) <0.07> site downstream of tite initiation site (nt +30) [29].
052 063 Comparison witit tite 5’ sequence of tite mouse E-
<004) <011) caditerin gene sitowed titat similar regulatory se-
quences were present in tite mouse E-caditerisi
promoter region: a CCAAY box (sit —65) asid a CC-
ricit region (nt—SS to —25) witit binding sites for AP2
and Spl factors. However, tite 5’ sequences differed
in titat tite E-caditerin gene itas a palindromic E-pal
element (nt —86to —75) [22].
To investigate tite involvement of tite postulated
5’ regulatory elemesits in tite activity of botit
caditerin promoters in normal and maligsiant kera-
tinocytes, transient trasisfection assays were per-
formed witit feur selected murine keratinocyte celí
lines previously citaracterized for titeir expression of
E- and p-cadherin [15). As summarized in Table 1,
titeccli lisies alse varied in titeir tumorigenic beitav-
ior asid morpitological pitesiotypes. Tite P-caditerin
levels ranged from sil in undifferentiated CarE celís
to tite itighest level in epititelial PDV celis (PDV >
HaCa4 =MCA3D; CarB, negative). Regarding E-
caditerin expression, two of tite cel¡ lines were posi-
tive (MCA3D > PDV), and tite otiter two (HaCa4 asid
CarB> were negative. Yo anal>’ze tite activity of tite
P-caditerin promoter, deletion fragmesits of tite 5’
region containing tite different putative regulatory
elements were fused to a luciferase reporter gene (Fig-
ure lA) asid tested in transfection assays witit tite
selected cdl lines. As can be observed in Figure IB,
tite longest construct, —1060, exitibited similar ac-
tivity in tite titree P.caditerisi—expressing ccli lines
(PDV MCA3D, anó HaCa4) and very low activity in
nesi-expressing CarB celis (about 10% of that of PDV
celís). The —200 construct, whicit contained tite pu-
tative binding sites for Sp’ asid AP2 (GC-ricit region),
AP2 (nt +30), anó CCAAT bindisig preteisis, sitowed
tite itigitest activity in alí ccli unes testeé. Tite activ-
ity of tite —200 construct dosel>’ resembled tite level
of P-caditerin mRNA expression in tite four keratino-
cyte ceIl lisies, being stronger in PDV celís titan in
HaCa4 asid MCA3D celís and ver>’ weak in CarB celis
(about 12-bId Iower titan in PDV).
Deletion of nt —200 to —76 whicit contaisis tite S’
AP2 asid Spl putative binding sites (censtruct —75)
led to a strong decrease in tite prometer actiVity in
alí the ccli lines (to 11—22% of that of tite —200 con-
struct). Tite promoter activity furtiter dropped te
nearí>’ tite level of tite pXPI promoterless control
anti-AP2 antibodies (Santa Cruz Biotechnolegy,Santa
Cruz, CA> or control rabbit lgG (1 ~tg)were added to
tite reaction mixtures asid incubated for 25 mm at
room teniperature. lite fellowing oligonucleotides,
witicit cerresposid te different elements of tite E- asid
P-caditerin promoters [22,29) asid titeircomplements
were used: CCAAT.P (GflGGACCAATCAGCAGC)
CCAAT.E (CCTCCCCAGCCAATCAGC) CC.P




CTTC), asid AP2. U’ (CCCTCCACCCCACCTGCG).
The olígenucleotides containing tite consensus
binding sequences of different trasiscriptiOn factors
used as competitors were Spl.SV4O [38], AP2.5V40
[39], CP1 asid CP2 [40), CIEBP [41],asid Md [42].AII
oligesiucleotides siseé centained Bamití overitangs
at titeir 5’ and Y cnds (GATCC asid Ci, respectively).
Complementar>’ oligenucleotides were itybridyzed,
asid tite double-stranded products were end labeled
with tite Klenow fragment of DNA polymerase [34].
For DNAse 1 feotprinting analysis of tite P-cadherin
prometer, tite nt —200 te +120 Kpsil-KpsiI fragment
was labeled at tite 3’ esid of tite sioncoding or ced-
ing strand witit Klenew fragment. For DNAse 1
footprinting analysis of tite E-cadherin premoter, an
Xbai-Kspl fragment cesitaining nt —178 te ±17was
labeled at tite 3’ esid of tite nencedisig strand with
Klesiow fragment. Footprinting reactiosis were per-
formed as described previeusly [37) by using 10—SO
pg of nuclear extracts, 1 ~‘gof pely(dl-dC), and 1—2
ng (about iS 000 cpm) of labeled prebe per reactien.
SpI feotprinting assays were performed witit recorn-
binant purified ituman transcriptien factors (Promega
Corp.) (1 feot printing unit (fpu)), and no pely(dl-
dC) was
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vector witen tite regien centaining a CCAAT-bex
sequence was deleted (—25 cosistruct). Witen tite sec-
end putative AP2 binding site, lecated at nt 4-30, asid
its flanking sequences were removed frem tite —200
fragmesit (AAI’2 construct), a decrease of variable in-
tensity (te 4O—8O0/o of titat of tite —200 censtruct) was
ebserved in tite different ceil lisies (Figure iB).
Tite activities of tite —1060 and —200 cesistructs
were alse tested in titree additiosial P-caditerin—nega-
tive celí lisies: NII-13T3 fibreblasts, witicit are siega-
tive fer P-caditerin expressien [28], asid twe
independesit spisidle carcinoma celí lines, MSC1 lAS
asid MSC11D3 [43], witicit expressvery Iew levels of
P-caditerisi mRNA (abeut 5% of titat of PDV celís>.
Tite —200 censtruct exitibited a low prometer activ-
it>’ (0.3~0.8O/o of that of CMV-luc activity> in tite titree
celí lisies, and tite relative activity of tite —1060 con-
struct was similar te titat observed in CarB celís (data
not sitown).
These results indicated titat elements cenferrisig
cell-type specificity and optimal activity for P-
caditerin expressiosi in cultured keratisiocytes ap-
peared te be wititisi sit —200 te +30 of tite meuse
P-caditerin gene asid suggested titat tite GC-ricit re-
gion and tite CCAAT box can play a regulator>’ role.
Tite activity of tite E-caditerisi prometer in tite ke-
ratinocytecelí system was also analyzed by transient
transfectiesi assays using several censtructs contain-
ing different elements of nt —178 te ±92of tite meuse
E-caditerisi gene ceupled te a CAT reporter gene (Fig-
ure 2A) [22,25]. As shown in Figure 213, tite 5’ cis
elements presesit in tite —178 cesistruct of tite E-
caditerin prometer exitibited cell-type specificity, as
titis censtruct was active in expressisig celís, with tite
higitest activity detected in MCA3D, less activity in
PDV, and almost no activity in sien-expressing CarB
celis. In contrast, tite —178 prometer censtruct had
mederate activity ¡si sion-express¡ng HaCa4 celís.
Similar results were obtaisied witen a longer fragment
up te sit —1400 of tite E-cacliterin genewas used (data
not sitown). Deletien of clistal 5’ sequesices contain-
ing tite E-pal element (—78 censtruct) gaye rise te a
significant increase in tite prometer activity in alí
tested keratinocyte cdl lisies, witereas additional
deletion of tite CCAAT bex (—58 cosistruct) partly
(MCA3D and 1>0V) or completel>’ initibited (HaCa4)
tite prometer activity. Te analyze tite role of tite E-
pal elesiient, two additional censtructs in witicit tite
central two nucleotides of tite E-pal sequence were
either mutated (m-E-pal) erdeleted (AE-pal) from tite
—-178 construct were used (Figure ZA). Tite mutated
E-pal elemesit isiduced a mederate te streng increase
in tite activity of tite E-caditerisi prometer in tite feur
celí lisies, with a itigher effect observed in tite non-
expressing HaCa4 celís (abeut a titreefeld isicrease)
asid mere significantí>’ in spisidle CarB celís (six-
foid te sevesifoid increase) (Figure 2C). Tite role
ef tite GC-ricit region was also analyzed by usisig
two additiosial cesistructs ¡si wliich twe subregions
(CCI and CCII) cesitaining potential bisidisigsites
for AP2 asid Spl factors were mutated [25]. As
sitown in Table 2, mutation of botit regiosis de-
creased tite E-cadherin prometer activity 6004, and
40—50% for CCI asid CCII mutasits, respectivel>’,
botit in MCA3D asid HaCa4 celís, as previeusly
reported in etiter celí types [2225]. On tite otiter
hasid, tite prometer activity of a cosistruct (—21/
+92) in witicit tite GC-ricit region was also deleted
was even less titan titat of tite —58 construct in ah
tested cdl lisies (data net sitown).
Taken togetiter, tite analysis of titeE-caditerin pro-
meter isidicated titat tite cell-type specificity in cuí-
tured keratisiocytes was contrelled by positive
elements (tite CC-ricit and CCAAT regiosis) and re-
presser elements (tite E-pal sequesice). lsiterestingly,
tite represser activity was strong in undifferesitiated
spindle CarE celís.
Binding of Nuciear Factors te tite E- aná
P-Cadherin Promoters
Te begin te study tite specific sequences asid
nuclear factors involved in tite recognition of tite
preximal P- asid E-cadherin promoters, we performed
DNAsc 1 footprinting assays. Asialysis witit sit —200
te +120 of tite P-caditerin prometer sitowed that
nuclear extracts from CarB, HaCa4, asid PDV celís
pretected esily a wide region from nt —98 te —60 (Fig-
ure 3A). Similar results were ebtaisied witesi tite cod-
¡ng strand was used as a labeled probe asid witit
MCA3D nuclear extracts (data siet sitown). Tite pro-
tected area clearí>’ covered tite CCAAT box (nt —64
te —60) asid part of tite CC-ricit regien, isicluding tite
complete Spl bisidisigsite (nt —88 te —80) and tite 3’
italf of tite AP2 binding site (sit —98 te —98). On tite
etiter itasid, no pretectien was ebserved at any otiter
region in nt -—200 te ±120,isicludisig tite distal 8
upstream sequences, tite trasiscription start region,
asid tite 3’ AP2 site at sit ±30.Incubatien of tite probe
with purified 5p1 factor gaye rise te a narrower pro-
tection pattern (nt —98 te —74) (Figure 3A, lane Spl),
indicating tite participation of a Spl-related factor
in tite recognition of titat regien and tite presence in
titenuclear extracts of additiosial factors able te biné
te tite nt —73 te —60 pretected region. Evidesice for
involvement of a SpI-related factor in tite recogni-
tion of tite nt —94 te —74 regien was obtained by cern-
petitien Cxperiments witit an oligesiucleotide
contaisiing a censensus Spl binding site frem tite
5V40 prometer. Titis oligosiucleotide was able te te-
talí>’ compete tite protection of tite sit —98 te —74
region generated by purified Spl factor er PDV
nuclear extract itut only partialí>’ compete tite nt —
73 te —60 region protected by PDV nuclear factors
(Figure 3B, + lanes). In centrast, no pretection of nt
—98 te —60 was ebserved witit purified AP2 factor;
nor wcre censensus AP2 oligosiucleetides able te
compete tite protected regien (data siot sitowsi).
Titese results strengly suggested that a Spl-related
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detected with tite CCAAIÁE probe) was obtained witit
tite 1>-caditerin CCAA’F prebe (CCAAT.P). An excess
of colé CCAAT.P oligosiucleotide competed excín-
sivel>’ tite slowcr-migratisig complex of CCAAT.E,
wititout affectisig tite otiter two complexes. Con-
versely, an excess of cold CCAAT.E oligosiucleotide
partially competed tite specific retarded cemplex
detected witit tite CCAAT.P probe. Oligosiucleotides
cositaining cesisesisus bisiding sites for tite CCAAT-
binéing factor CP1 [40] partially competed tite cern-
plex ebtained witit tite CCAAY.P probe asid competed
effectively tite titree complexes generated by tite
CCAAT.E probe, witicit were also partially competed
by oligosiucleotides containing consensus bisiding
sites fer the CCAAT-bindisig factor CP2. On tite otiter
itasid, oligonucleotides containing cosisesisus bisid-
ing sites for C/EBP factor [41] effectively competed
tite two faster-migratisig cemplexes gesierated by tite
CCAAT.E prebe wititout affecting tite slower ene or
tite cemp¡ex obtained witit the CCAAT.P probe. No
competitien of tite cemplexes obtaisieé witit eititer
prebe was detected witen oligonucleetides centain-
ing consensus binding sites ter NF1 factor [42] were
used. léentical results were obtained witen nuclear
extracts from HaCa4 asid CarB celís were analyzed
(data siot sitown). Titese results indicate titat cern-
mon nuclear facters, probabí>’ relateé te tite CP1 fam-
ily, participated in tite recognition of tite CCAATbex
of beth E- asid P-caditerisi promoters asid that addi-
tiesial specific facters related te tite CP2 ané CAAT/
Enitancer Bisiéing Protein (CIEBP) families were alse
invelved in tite CCAAT-box isiteractien of tite E-
caditerin prometer in murine keratinocytes.
Wc also analyzed tite proximal GC-ricit regions of
botit prometers by band-sitift assays using tite corre-
spending GC-ricit oligonucleotides as labeleé probes.
Tite results ebtained witit PDV nuclear extracts are
sitowsi in Figure 4B. Tite proximal CC-ricit region
from tite E-caditerisi prometer (CC.E) gaye rise te
titree specific retarded complexes: two (complexes 1
asid 2) with tite same apparent mebility of titose
obtaisied witit tite CC-ricit region of tite P-caditerisi
prometer (GC.P) and an adéitiosial complex of in-
termeéiate mobility (complex 3). Tite two complexes
ebtaisied with tite GC.P probe, witicit exitibited a
stronger intesisity titan titose ebtaisied witit titeCCE
probe, were cffectively competed witit an excess of
colé CC.P ané CC.E oligonucleotides. In contrast,
an excess of colé CC.P oligenucleetide, altitougit
competing efficiently tite ceniplexes 1 asid 2, was
usiable te compete tite specific mobility complex 3
generated by tite GC.E probe. Tite twe complexes of
CCI> probe were also competeé witit oligonucle-
etides centaining tite SpI bisiding site from tite 1’-
caditerin premoter (SPI.P) asid cosisesisus Spl
oligenucleotides from tite5V40 prometer (S1’1.5V40)
butwcre uní>’ weakly competed by oligonucleotides
cositaining AP2 bindisig sites from the P-cadherin
(AP2.P) er 5V40 (A[’2.5V40> premoters. On tite otlIer
itané, tite titree complexes generated witli the CC.E
probe were competed by eligonucleotides contain-
ing consesisus AP2 bisiéing sites frem tite SV40 pro-
meter (AI’2.5V40), but only weak competitiosi of tite
GCE complexes was éetected with oligonucícotides
cositaining tite AP2 bisidisig site from tite GC-ricit
region of tite P-caditerisi prometer (AP2.P). In addi-
tion, tite complexes 1 asid 2 obtaisied witit tite CC.E
prebe were competed with oligonucleotides contain-
ing cosisensus Spl bisidisig sites from tite SV4O pro-
meter (SRI .5V40) ané from tite GC-ricit region of tite
P-caditerisi prometer (SP1.P), but botit types of Spl
oligonucleotides were unable te compete complex 3.
Band-sitift asialysis of tite GC-ricit region of botit
promoters was also performed witit nuclear extracts
frem l—faCa4 celís (E-caditerisi—/P-caditerisi+) asid CarB
(E-cadherisi—/P.caditerin—), witit tite same cempeti-
tors as for [‘DVextracts. Tite results, presesited in
Figure 5, sitowed titat tite retardation patterns of tite
E- asid [‘-caditerin CC-ricit regions obtaisied witit
betit nuclear extracts were tite same aster [‘DVcelís.
Tite fu¡l set of competitiosis performed witit l-IaCa4
extracts is presented in Figure SA. As canbe observed,
competitiosi of tite two retarded cemplexes of tite P-
caditerin region was the same as titat obtaisied witit
PDV extracts: competitien by 5P1.P asid SP1.SV4O
oligonucleotides asid no competition witit AP2.P asid
consesisus AI’2.SV4O eligosiucleotides. However,
cempetition of tite titree retarded complexes of tite
E-caditerisi regien was somewitat different titan tite
results obtained witit PDV extracts, as no cempeti-
tiers of ceniplexes 1 asid 2 of tite CC.E region was
detected witli AI’2.P or censensus AP2.SV4O eligo-
nucleotides (compare Figure SA witit 4B), altitougit
titese two complexes were effectively competed by
CC.P, SP1.P, asid SP1.5V40 oligosiucleotides. Tite
competition patterns obtaisied witit CarE extracts
with botit E- asid P-caditerisi regiosis were similar te
titose obtaineé witit HaCa4 extracts (Figure SB asid
data siot sitowsi).
Tite involvemesit of Spl factor in tite complexes of
tite CC-ricit regiosis of botit promoters was confirmed
by supersitift analysis. As canbe ebserved in Figure 6,
anti-Spl asitibedies supersitifted tite cemplexes gen-
erated by tite GC-ricb regiosis of betit promoters in
nuclear extracts frem 1>0V, HaCa4, asid CarB celís. In
ah cases, tite supersitifteé basid was associated witit
a decrease in tite faster-mebility complex of tite
CC-ricit regions of botit promoters. Anti-AP2 an-
tibeéy did not supersitift an>’ of tite complexes
ebtaisied witit tite CG-ricit region of tite P-
caditerin prometer; however, it isiduced a decrease
in tite specific E-caéiterin comp¡ex 3 (in [‘DVasid
CarB extracts) asid tite appearance of a super-
shifted bané (in HaCa4 extracts).
Titese results isidicated titat tite CC-ricit region of
tite [‘-caditerin prometer was maisil>’ recognized by
Sp¡-related nuclear factors, whercas tite cerresponé-
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cantly less activity titan in the expressing keratisio-
cyte cdl lisies. Titis low activity of tite exogeneus
prometer ceulé siot be explaisied, itowever, by tite
results of binding studies of nuclear facters in tite
CCAAT box asid CC-ricit region, because similar re-
sults were obtaineé witit [‘DV, HaCa4, asid CarB
nuclear extracts. Specifically, Sp1 factors seem te
participate in tite recegnition of tite GC-ricit regien
in expressingand siosi-expressing celís. Osie possible
explasiatien for tite lack of activity of tite exog-
eneus [‘-caditerin prometer in CarB celís is the
existence of differesit isoferms or differesitial
medificatien of SpI factors or lack of interaction
with specific coactivators residering titem inactive
in CarB celís. Titis observation is alse in lisie witit
a report en tite regulation of keratin 1<18 gene
expressiosi in colon carcinoma celís, in witich tite
bisiding of Sp1 factor differentially modulates tite
activity of tite 5’ preximal prometer in twe celí
clones differing in tite level of 1<18 expression by
fivefold te sixfolé [47].
Tite asialysis of tite E-caditerisi prometer showed
that the sit —178 te ±92cosistruct exitibited cell-type
specificity in tite keratinocyte ceil system (Figure 2
asid Table 2), witit positive involvement of tite
CCAAT bex asid GC-ricit proximal region asid a re-
pressor role for tite E-pal element, in agreement witit
previous observatiosis in otiter celí systems [22,25].
The strosigest repressor effect of tite E-pal element,
observed in spindle CarB celís devoid of prometer
activity, strongly supperts a dominant role for titis
negative regulator in usidifferentiated celis. ínter-
estingly, tite feetprinting analysis of tite E-
caditerin prometer detected distisict pretection of
tite E-pal elemesit asid adjacesit 5’ sequesices in
expressing asid non-expressing keratisiecytes (Fig-
ure 3C), supportisig tite existesice of modificatiosis
in tite factor or facters titat recognize titosesequences
er in their isiteractien witit ceactivators betweesi
botit ceil types.
Comparison of tite nuclear factors interactingwith
tite CCAATbex asid CC-ricE region of tite E- ané 1>-
caditerin premoters sitowed titat altiteugh common
nuclear factors appeared te participate in both pro-
moters (CPL- asid Spl-related factors for tite CCAAT
bex asid CC regions, respectivel>’), additienal factors
were invelved in tite recognition of botit elemesits
of tite E-caditerin—premoter, givisig risc te E-
caditerin—specific nuclear cemplexes. C[’2- asid C/
EBP-related nuclear factors seem te be resposisible
for tite specific CCAAT complexes of tite E-caditerin
prometer, whereas AP2-related factors are mainí>’
isivelved in tite specific CC complexes of E-caditerisi,
as ‘si otiter ccli types r25]. Isiterestingí>’, tite weaker
protection of tite preximal CC-rich region asid tite
results of tite band-sitift assays support sorne kisié of
modificatien in tite Spl er A[’2 factors or titeir
coactívaters inE-caditermn-éeficiesit HaCa4 asid CarB
celís. Titese alteratiosis, togetiter witit tite repressor
effect of tite E-pal element, ceulé account fer tite
low level or lack of activity of tite E-caditerin pro-
meter in titose celí lisies.
Taken tegetiter, tite results obtained in titis study
suggest titat tite two promoters are regulated by dif-
ferent mecitanisms witit regard te tite invelved tran-
scriptiesi factors, altitougit tite promoters appear
verysimilar in titeir sequesice compesition (i.e., botE
lack TATA boxes asid contain CC-ricit regiesis asid
CCAAT bexes). As seen witit otiter epititelial pro-
moters, a significant degree of specificity seems te
be derived from different combisiatiens of general
trasiscription factors ratiter titan from tite action of
epititelium-specific factors [48—Sl].Titis differential
regulation of the two prometers in cultured kera-
tinocytes casi be related te tite differential pattern
of expression of botit genes in tite epidermis, P-
caditerin beisig restricted te tite basal preliferative
layer asid E-caditerin expressed in basal asid supra-
basal layers ~7i1]. Our results alse support tite in-
volvement of tite E-pal elemesit of E-cadherin
prometer as an important repressor in sien-ex-
pressing undifferesitiated keratinecytes. On tite
otiter itasid, medification or loss of seme of tite
factors isiteractisig witit tite regulatory regiosis of
botE promoters (sucit as in tite Spl- and AI>2-re-
lateé asid E-pal—recogsiizisig factors) seemed te
occur in nesi-expressisig malignant keratisiocytes,
witicit ma>’ titerefere pía>’ a role in tite éowsi-
regulatien of E- asid P-caditerin in mouse skin car-
cinegenesis. Furtiter studies will be needed te
clarify tite interactiesis among tite different fac-
tors asid te definitivel>’ citaracterize tite complex
pattern of niedulatien of E- and [‘-caditerin gene
exprcssion. Nevertiteless, eur results contribute te
tite limited knowledge en tite regulation of
caditerin gene expressiosi in normal epidermis ané
in skin carcinegenesis.
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